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素置換化合物やベンゼン等を含む揮発性有機化合物 (第一種 VOC 類)、カドミウムや六価クロ
ム等の重金属系化合物 (第二種 重金属等)、シマジンやチオベンカルブ等の農薬類 (第三種 農
薬類) がリストされており、各々の化合物に対して明確な環境基準値が定められている。環境省
が発表した平成 24年度の各汚染物質の要措置区域等指定件数は累計で 3,808件にのぼっている。
そのデータを Fig. 0-1にまとめたが、第一種 VOC類が 814件 (21.4%)、第二種 重金属類が 2,953
件 (77.5%)、第三種 農薬類が 41件 (1.1%) となっており、第二種の重金属による汚染が最も高
い割合を占めていることが明らかである。これらの重金属類は掘削除去、固形化・不溶化等の
物理的封じ込めによる処理法が有効な手段として確立されている。次に大きな割合を占めてい
る第一種 VOC 類では、テトラクロロエテンが 201 件 (24.7%)、トリクロロエテンが 193 件 
(23.7%)、cis-ジクロロエテンが 153件 (18.8%)、1,1-ジクロロエテン (1,1-DCE) が 55件 (6.8%) と、 
 
 
Fig. 0-1. 特定有害物別の要措置区域等指定件数 (環境省、平成 24年度までの累計データ) 
特定有害物ごとに基準値を超過した調査区域を要措置区域としてその件数を棒グラフに示し、バーの上部
に件数を明記した。また特定有害物を点線で以下の 3種類に分類した: 第一種 (VOC類)、合計 814件; 第













	 塩素化エテン類は、最も簡単なアルケンであるエテン (エチレン, C2H4) を基本骨格とする化
合物であり、エテンの水素原子が塩素原子に置換されたものの総称を指す。塩素原子の置換数
と置換位置により、6 種類の塩素化エテン類が存在する (Fig. 0-2)。塩素化エテン類は水に難溶
かつ高い揮発性を有していることが知られている。この物性を利用して、特に多塩素置換され
た塩素化エテン類は、優れた有機溶媒として広く用いられてきた。4つの水素原子が塩素原子に
置換されたテトラクロロエテン (テトラクロロエチレン, パークレン, PCE, C2Cl4) はドライク
リーニング溶剤として、3つの水素原子が塩素原子に置換されたトリクロロエテン (トリクロロ
エチレン,トリクレン, TCE, C2HCl3) は金属や半導体部品の脱脂洗浄剤として用いられてきた。こ
れらの化合物は、先進国を中心に工業的に広く利用されてきたが、工場跡地の土壌や地下水等
から検出される環境汚染物質の 1つとなっている。加えて、国際がん研究機関において PCEお
よび TCEは、グループ 2A (ヒトに対する発ガン性がおそらくある) に該当する物質として区分
されている。さらに、主に PCEや TCEの不完全分解によって生じるジクロロエテン類 (ジクロ




Fig. 0-2. 塩素化エテン類およびエテンの構造式 
各々の塩素化エテン類およびエテンの構造式を示した。PCE, テトラクロロエテン; TCE, トリクロロエテ
ン; cDCE, cis-ジクロロエテン; tDCE, trans-ジクロロエテン; 1,1-DCE, 1,1-ジクロロエテン; VC, 塩化ビニル









	 (1) ファイトレメディエーション 






	 (2) バイオスティミュレーション 








	 (3) バイオオーグメンテーション 
























	 (1) 嫌気的分解 
	 嫌気的分解は、嫌気性細菌が塩素化エテン類を電子受容体として利用し、エネルギーを獲得
























※ 詳細は環境省ホームページ (https://www.env.go.jp/air/tech/bio/05.html) を参照。 
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ゼ (reductive dehalogenase, RDase) によって塩素化エテン類の塩素を水素に置換して、塩素数が
少ない化合物へと脱塩素する (Fig. 0-3) (Futagami et al., 2008)。塩素化エテン類の脱塩素は
Dehalococcoides属や Desulfitobacterium属をはじめとする嫌気性細菌で見られ、分解菌によって
分解可能な基質が異なっている (Furukawa et al., 2005; Gerritse et al., 1996; Maymó-Gatell et al., 
1999; Sung et al., 2006)。単独で PCEからエテンまでの完全な脱塩素を達成可能な細菌としてはじ
めて単離された Dehalococcoides ethenogenes 195株 (現在は Dehalococcoides mccartyi 195株に再








	 (2) 好気的分解 












分解様式を示している: 1, Desulfitobacterium sp. PCE1株, KBC1株; 2, Desulfitobacterium hafniense PCE-S株, 
TCE1 株 , Y51 株 , Dehalobacter restrictus PER-K23 株 , TEA 株 , Dehalospirillum multivorans など ; 3, 
Dehalococcoides ethenogenes 195 株; 4, Dehalococcoides sp. FL2 株; 5, Dehalococcoides sp. BAV1 株; 6, 
Dehalococcoides sp. GT株および KB1/VC株; 7, Dehalococcoides sp. VS株。 
0-6 
アンモニアモノオキシゲナーゼなどが知られ (Arciero et al., 1989; Morono et al., 2004; Nelson et 
al., 1987; Tsien et al., 1989)、酵素によって塩素化エテン類の分解経路および分解産物が異なる 




numazuensis TE26 株  (現在は Cupriavidus 属に再分類されている ) が単離されているが 
(Kageyama et al., 2005)、塩素化エテン類分解に関する詳細な解析が行われておらず、実用化に至
っていない。また、塩素化エテン類のうち、PCE は基本的に好気条件下では分解されないと考
えられているが、唯一、Pseudomonas stutzeri OX1株による好気的分解が報告されている (Ryoo et 






Fig. 0-4. 3種類の好気性細菌による TCEの共代謝分解経路 
Strains: Methylosinus trichosporium OB3b (methane degrader); Burkholderia cepacia G4 (phenol degrader); 
       Pseudomonas putida F1 (toluene degrader) 
Enzymes: i, soluble methane monooxygenase; ii, dehydrogenase; iii, haloacid dehalogenase; 
        iv, dichloroacetate halidohydrolase; v, toluene 2-monooxygenase; vi, formate dehydrogenase; 
        vii, toluene dioxygenase 
Compounds: 1, chloral hydrate; 2, trichloroethanol; 3, trichloroacetate; 4, oxalate; 5, TCE epoxide; 
           6, dichloroacetate; 7, glyoxylate; 8, formate 
0-7 
れることが示唆されている (Tsien et al., 1989; Wackett & Gibson, 1988)。他方、cDCEを単一炭素
源およびエネルギー源として利用できる細菌として Polaromonas sp. JS666株が単離され、シトク
ロムP450モノオキシゲナーゼの関与が示唆されている (Coleman et al., 2002; Jennings et al., 2009; 




れている (Coleman & Spain, 2003; Krishnakumar et al., 2008; Krum & Ensign, 2000; Mattes et al., 
2005)。好気的分解と嫌気的分解の長所と短所を比較すると Table 0-2のようになる。 
	 以上の知見ならびに実際のバイオオーグメンテーションで嫌気分解を行う Dehalococcoides 属
細菌がすでに使用されていることを踏まえ、TCE や cDCE の高速分解による浄化期間の短縮を
















Table 0-2. 好気的分解および嫌気的分解の長所および短所 




有害中間体の蓄積	 特になし	 cDCEや VCなど 






(rRNA) 配列による分類を発表すると、16S rRNA配列による分類が主流となり 16S rRNA配列に
おける 98.5～98.7%相同性を種の境界とする考え方が定着した。しかし、重篤な伝染症を起こす
炭疽菌 (Bacillus anthrasis) とほ乳類への病原性のない昆虫病原菌の Bacillus thuringiensisが 16S 
rRNA配列において 99.9%を超える相同性を持つなど課題も残された。1990年代に入り全ゲノム
配列の解析が可能になると、16S rRNA配列だけでなく、多様な生物で共通して働くハウスキー
ピング遺伝子から複数種の遺伝子配列を比較して分類を行うMultilocus Sequence Typing (MLST) 
やMultilocus Sequence Analysis (MLSA) が使用されるようになった。さらに全ゲノム配列解析技
術の進歩に伴い、全ゲノム配列同士を比較する Average Nucleotide Identity (ANI) が開発されるに
至った。 
 
● Mulutilocus sequence analysis (MLSA)  
	 進化速度が遅く全生物の比較も可能な 16S rRNA 遺伝子配列を用いた細菌の分類は現在でも
広く用いられているが、前述のように正確な分類には適さないため、複数のハウスキーピング
遺伝子 (例えば、DNAジャイレースのサブユニットをコードする gyrBや RNAポリメラーゼの






● Average Nucleotide Identity (ANI) 
	 全ゲノム配列を利用した分類手法である ANIは近年、急速に使用されてきている (Goris et al., 
2007; Löffler et al., 2013; Olofsson et al., 2014; Richter & Rosselló-Móra, 2009; Stephan et al., 2014; 
Tong et al., 2015; Vanlaere et al., 2009)。解析の概要を Fig. 0-6に示したが、比較したい 2株のゲノ
ム配列のうち、一方を 1,020 baseごとに断片化し、各断片をもう一方のゲノム配列と比較し、配
列相同性を取得する。この時、相同性を調べるアルゴリズムによって、次の 2つに分けられる: (1) 
BLASTの場合、ANIb (ANI based on BLAST)、(2) MUMmerの場合、ANIm (ANI based on MUMmer)。
ANIbの方が比較的良く用いられているため、単に ANIと示している場合は ANIbを指す場合が
多い。その後、専用の解析アプリケーションで全断片の相同性データを演算処理することによ







値である 70%は、ANIbでは 95%にあたる (Goris et al., 2007; Richter & Rosselló-Móra, 2009)。そ









Fig. 0-6. Average nucleotide identity (ANI) の概略図 













































	 本研究で使用した各種栄養培地の組成は Table 1-1に示した。また、無機塩培地として使用し
たW培地の組成は Table 1-2に示した。さらに必要に応じて、以下の物質を培地に添加して使用
した: 寒天 (15 g/L); シクロヘキシミド (500 mg/L)。集積培養および分解候補株のスクリーニン
グには、以下の試薬濃度の塩素化エテン類を使用した: PCE, 9.8 mol/L; TCE, 11.1 mol/L; cDCE, 
13.2 mol/L; tDCE, 13.0 mol/L。塩素化エテン類の分解活性試験では、塩素化エテン類試薬と滅菌
蒸留水を混合して調製した飽和水溶液を使用した。各塩素化エテン類の飽和水溶液の濃度は、
水への溶解度とモル質量から算出した: PCE, 0.9 mM; TCE, 9.7 mM; cDCE, 36.1 mM; tDCE, 65.0 
mM。分解試験では、これらの飽和水溶液を 500 nmol (初発水相濃度 500 µM) となるように添加
した。環境試料の集積培養および分解菌候補株の培養は、すべて 25°Cで実施した。 
 
1.2.3. 土壌試料の集積培養 (馴養培養) 
	 採取した土壌試料中から塩素化エテン類分解菌を優占化するために、試料に塩素化エテン類 
(PCE, TCE, cDCE, tDCE) を添加して集積培養 (馴養培養) を行った (Fig. 1-1)。採取した土壌を
約 10 g量り取り、約 120 mL容のガラスボトルに添加した。その後、水分としてW液体培地を
100 µL、窒素源およびリン源として 167 mMの尿素および 15 mMのリン酸二水素カリウムを含
む水溶液を 100 µL、土壌の撹拌効率の向上を目的として海砂を 1~3 g (土壌試料の湿潤状態によ
って添加量を調整) を添加した。また、塩素化エテン類は揮発性が高いため、粉末状活性炭を












ン類分解菌候補株の単離を実施した (Fig. 1-2)。土壌試料の場合は、約 0.5 gの土壌を量り取り、
0.5 w/v% の寒天を含むW培地 5 mLに添加して手早く混合した後、固化する前にあらかじめ作
製しておいたシクロヘキシミドを含むW寒天培地に重層した。重層分が完全に固化した後、塩
素化エテン類試薬 (集積培養土壌の場合は、集積培養時に使用したものと同じ塩素化エテン類)  
Table 1-1. 本研究で使用した各種栄養培地の組成 
Medium Reagent Concentration (per liter) 
Bacto Trypton 10.0 g 
Yeast Extract 5.0 g LB 
NaCl 5.0 g 
Bacto Trypton 3.3 g 
Yeast Extract 1.7 g 1/3 LB 
NaCl 5.0 g 
Bacto Trypton 2.0 g 
Yeast Extract 1.0 g 1/5 LB 
NaCl 5.0 g 
Yeast Extract 0.5 g 
Proteose Peptone No.3 0.5 g 
Casamino Acids 0.5 g 
Dextrose 0.5 g 
Soluble Starch 0.5 g 
Sodium Pyruvate 0.3 g 
Dipotassium Phosphate 0.3 g 
Magnesium Sulfate 0.05 g 
DifcoTM R2A Agar 
Agar 15 g 
※ R2A寒天培地は、表に示した試薬の premix (Difco製品) を使用した。 
※ 寒天培地は、上記の組成に加え、寒天 (Agar) を 15 g/Lとなるように添加して作製した 









Table 1-2. 本研究で使用した無機塩培地 (W培地) の組成 
Solution Reagent Concentration (per liter) 
  KH2PO4 17.0 g 
  Na2HPO4 98.0 g S solution (10×) 
  (NH4)2SO4 10.0 g 
  MgSO4・7H2O 10.0 g 
  FeSO4・7H2O 0.5 g SS solution (100×) 
  SSS solution 100 mL 
  MgO 10.75 g 
  CaCO3 2.00 g 
  FeSO4・7H2O 4.50 g 
  ZnSO4・7H2O 1.44 g 
  MnSO4・4H2O 1.12 g 
  CuSO4・5H2O 0.25 g 
  CoSO4・7H2O 0.28 g 
  H3BO3 0.06 g 
SSS solution (1000×) 
  12N HCl 51.3 mL 
  S solution 100 mL 
W medium 
  SS solution 10 mL 
※ 寒天培地は、上記の組成に加え、寒天 (Agar) を 15 g/Lとなるように添加して作製した。 
 
Fig. 1-1. 土壌試料の集積培養法 









グを実施した。1 次スクリーニングによって得られた分解候補株を 2 枚の新しい W 寒天培地に
レプリカプリントし、2枚のうちの一方には基質として塩素化エテン類を供給し、もう一方には






























同培地に懸濁した。試験用サンプルは 20 mL容のバイアルに菌体懸濁液の OD600が 10、塩素化










	 ガスクロマトグラフ装置は Hewlett Packard 7890A GC System (Agilent technologies)、検出器は
Flame Ionization Detector (FID) (Agilent technologies) を使用した。ヘッドスペース成分はオートサ
ンプラーGC Sampler 80 (Agilent technologies) を用いて正確に 250.00 µL分取し、ガスクロ装置へ
注入した。ヘッドスペース成分は DB-624カラム (30 m by 0.32 mm, J&W Scientific) を用いて、
Fig. 1-3 に示した温度条件で分離した。注入口および検出器の温度は、それぞれ 200°C および
250°Cとした。本測定系での各塩素化エテン類標品のピークも Fig. 1-3にあわせて示した。得ら





絶対量で示した。相対量は分解開始時のピーク面積を用いて、以下に示す数式で算出した: xt = 
(At /A0)×100; xt, 分解 t時間後における系内の塩素化エテン残存割合 [%]; A0, 分解開始時におけ




1.3.1. TCE および PCE分解菌のスクリーニング 
	 TCE については様々な環境試料および集積培養土壌を用いて分解菌のスクリーニングを実施
した。集積培養土壌は、土壌に TCE と窒素源およびリン酸を含む無機塩類を添加して培養した
ものを用いた。1 次スクリーニングでは 9,000 株以上の分解候補株が得られ、2 次スクリーニン
グにおいて、塩素化エテン類供給下でより旺盛な生育が認められた候補株を 48 株獲得した 
(Table 1-3)。これらのうち、BG1-1株、L13株、OF46株の 3株についてガスクロマトグラフィー
を用いて TCE分解活性を調べたが、いずれの株においても明確な TCE分解活性は認められなか





Fig. 1-3. ガスクロ分離カラムの昇温条件および本測定系での塩素化エテン類の保持時間 
黒色の実線は、ガスクロ分離カラムの昇温条件を示している (35°Cで 5 min保持→30°C/minで 165°Cまで
昇温→165°Cで 1 min保持、分析時間 10.3 min)。グレーの実線は、本測定系での各塩素化エテン類標品の
クロマトグラフを示している。また、ピーク頂点に示した番号は、各塩素化エテンのピークを示している: 




1.3.2. DCE 分解菌のスクリーニング 
	 cDCEおよび tDCEについては、集積培養土壌のみを対象にスクリーニングを実施した。集積
培養土壌は、土壌に cDCEまたは tDCEと窒素源およびリン酸を含む無機塩類を添加して培養し
たものを用いた。cDCEまたは tDCEを基質とした 1次スクリーニングによってそれぞれ 180株
の分解候補株が得られ、2次スクリーニングでは 3株の cDCE分解候補株および 2株の tDCE分
解候補株において、cDCEまたは tDCE供給下でより旺盛な生育が認められた。さらに純化した
株について DCE分解活性を調べたところ、cDCE分解候補株から純化した 6株 (cD1-1-1-2株、
cD1-2-2株、YKD221株、cD3-1-1株、cD3-2-1-2株、cD3-2-2株) で cDCEの分解活性が認められ
た (Fig. 1-4)。特にこれらの株の中で最も高い cDCE分解活性を示した YKD221株に注目し、さ
らに詳細な解析を行うこととした。tDCE分解候補株から純化した 4株では、いずれも tDCE分




	 2次スクリーニングにおいて、TCE, cDCE, tDCEの分解候補株をそれぞれ 48株、3株、2株獲
得した。PCEについては候補株が得られなかったが、好気条件下で PCE分解菌に関する報告例 






Table 1-3. 塩素化エテン類分解候補株のスクリーニング結果 
TCE cDCE tDCE 
単離源  
1次 a 2次 b 1次 a 2次 b 1次 a 2次 b 
	 非集積培養土壌 6,120 16 -c -c -c -c 
	 集積培養土壌 1,440 25 180 3 180 2 
	 植物葉懸濁液 180 3 -c -c -c -c 
	 汚染サイトの土壌 960 1 -c -c -c -c 
	 汚染サイトの地下水 367 3 -c -c -c -c 
Total 9,067 48 180 3 180 2 
a 1次スクリーニング株 : 環境試料から、基質供給時にコロニーを形成したもの。 
b 2次スクリーニング株 : 1次スクリーニングのうち、基質供給時で有意なコロニー形成が見られたもの。 







Fig. 1-4. 分解候補株の cDCE分解試験 
LB寒天培地で 2日間培養した 12株の cDCE分解候補株を OD600が 10となるようにW液体培地に添加し、
500 nmolの cDCEを加えて全量 1 mLとした。系内に残存する cDCEの割合は、ヘッドスペースガスクロ
マトグラフィーによって求めた。また、菌体懸濁液をオートクレーブによって不活化したものをネガティ
ブコントロールとして用いた。灰色のバーは生菌サンプル、白色のバーは不活化菌体サンプルの分解 4日




























に培地に添加して使用した: 寒天 (15g/L); カナマイシン (25 mg/L); ナリジクス酸 (25 mg/L); 
スクロース (100 g/L)。また、トルエンを単一炭素源として培養した場合には、密閉容器内で試
薬のトルエンを揮発させ、蒸気として供給した。YKD221株は 30°Cで培養した。YKD221株の
生育曲線は、100 mLの LB液体培地を含む 500 mL容のバッフルフラスコに、初発菌体量が 600 
nmでの吸光度 (OD600) が 0.1となるように添加して 30°C, 120 rpmで振とう培養し、菌体量の経
時的な増加を吸光度で表した。形質転換実験等で使用した大腸菌は 37°Cで行った。本章で使用





Table 2-1. 本章で使用した菌株およびプラスミド 
Strain or plasmid Relevant characteristic(s) Reference or source 
 Isolated strain     
  YKD221 wild-type cDCE degrader, Tol＋, Kans, Nalr This study 
  YKD221 ΔtodC1 A derivative of YKD221 lacking the todC1 
(1,323 base), Tol−, Kans, Nalr 
This study 
   
 Escherichia coli strains   
  S17-1 recA pro hsdR RP4-2-TC::Mu in the chromosome, 
Kans, Nals 
Simon et al., 1983 
  JM109 recA1 supE44 endA1 hsdR17 gyrA96 relA1 thi 
Δ(lac-proAB) F’ [traD36 proAB＋ lacIq lacZΔM15] 
Yanisch-Perron et al., 1985 
   
 Plasmids   
  pK18mobsacB oriT sacB Kanr Schäfer et al., 1994 
  pK18ΔtodC1 pK18mobsacB carrying a ΔtodC1 construct This study 
Tol＋: Growth on toluene; Tol−: No growth on toluene. 















	 ガスクロ測定後のバイアルを開栓し、バイアル内の反応液全量 (1 mL) をエッペンチューブに
分取し、15,000 rpm, 1 minで遠心分離して上清と菌体を分離し反応停止とした。さらに上清 100 
µLを分取し、超純水 900 µLを加えて調製した 10倍希釈液をφ0.22 µmのフィルターでろ過し、
菌体やその他の不純物を完全に取り除き、イオンクロマトグラフィー測定に供した。イオンク




2.2.4. total DNA回収 
	 cDCE分解菌の 1つである YKD221株について、16S rRNA遺伝子配列を決定するため、およ
び分解候補遺伝子の破壊株を構築するために、培養菌体から total DNAを回収した。 
	 凍結保存した分解菌を LB寒天培地に起菌し、LB液体培地で OD600が 0.5程度になるまで培養
した。培養液をエッペンチューブに 1 mLずつ分注し、遠心分離によって集菌し、1 mLの TEバ
ッファー (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH8.0) で 2回洗浄後、100 µLの同バッファーで菌体を
懸濁した。菌体懸濁液に 1 mgのリゾチームを添加し、転倒混和して 37°Cで 1時間インキュベ
ートした。その後、菌体懸濁液に 10% SDS溶液を終濃度 0.5%となるように添加し、転倒混和し
て 65°Cで 1時間以上インキュベートし、菌体を溶解させた。その後、フェノール-クロロホルム
溶液を 200 µL添加し、よく混合して 15,000 rpm, 5 min, 常温で遠心し、上清約 200 µLを回収し
た。回収した上清にフェノール-クロロホルム溶液を 200 µL添加し、前述の抽出操作をもう一度
繰り返し、不溶物を完全に取り除いた。再度回収した上清約 200 µL に、2.5 倍量の 100% エタ
ノール (500 µL) および 0.1倍量の 3 M酢酸ナトリウム水溶液 (20 µL) を添加し、15,000 rpm, 15 
 
2-3 
min, 4°Cで遠心した。エタノール沈殿によって得られた DNAペレットに 500 µLの 70% エタノ
ールを添加して洗浄し、遠心分離によって上清を完全に取り除いた後、RNaseを溶解した TEバ
ッファー100 µL に溶解させ、室温で 15 分間放置し、サンプル内に不純物として含まれる RNA
を分解させた。得られた溶液は PCRに使用するまで 4°Cで冷蔵保存した。 
 
2.2.5. PCR 
	 前項 2.2.4.で回収した total DNAを鋳型として、必要な部分配列を PCRで増幅した。回収した
total DNA溶液は滅菌蒸留水で希釈し、適切な DNA濃度で PCRに使用した。PCR反応液の組成
は Table 2-2、PCRで使用したプライマー配列は Table 2-3にそれぞれ示した。PCRの反応サイク
ルは以下に示した通りに行った: 1) 98°C, 5 min; 2) 98°C, 10 sec; 3) 60°C, 15 sec; 4) 72°C, 増幅断片
長 [kb] × 1 min/kb; 5) 2)〜4)×30サイクル; 6) 72°C, 5 min; 7) 15°C, Hold。また増幅産物が認められ
なかった場合は、製品のプロトコールに従って、3) のアニーリング温度を 2°Cずつ下げて再試
行した。 
	 反応後のサンプル全量 (20 µL) に 6×Loading Dyeを 4 µL添加し、0.8%のアガロースゲルを用
いたゲル電気泳動により DNAを分離した。泳動後のゲルを Gel greenに浸し、DNAを可視化し
た。また必要に応じて、目的サイズの断片をゲルから切り出し、DNA回収キット (QIAGEN) を





Table 2-2. PCR反応系 
Reagent Volume 
 Template DNA (total DNA)  1.0 µL 
 Forward primer (10 pmol/µL)  1.0 µL 
 Reverse primer (10 pmol/µL)  1.0 µL 
 dNTP mixture (2.5 mM each)  2.0 µL 
 5×PrimeSTAR GXL buffer (Mg2+ plus)  4.0 µL 
 PrimeSTAR GXL DNA polymerase  0.5 µL 
 Sterile distilled water 10.5 µL 






2.2.6. 16S rRNA遺伝子配列のシークエンシングおよびBLAST解析 
	 8Fおよび 1492Rプライマーを用いて PCR増幅した約 1.5 kbの 16S rRNA遺伝子配列を用いて
シークエンスを行った。シークエンス反応 (ジデオキシ法) は Table 2-4 に示した反応系で実施
した。シークエンス反応には Table 2-5に示した 5種類の細菌 16S用ユニバーサルプライマーを
使用した。シークエンス反応サイクルは以下に示す通りに実施した: 1) 95°C, 20 sec; 2) 50°C, 20 
sec; 3) 60°C, 4 min; 4) 1)〜3)×30サイクル; 5) 15°C, Hold。シークエンス反応後の溶液に 1 µLの
100 mM EDTA、1 µLの 20 mg/mLグリコーゲン、1 µLの 3 M酢酸ナトリウム、30 µLの 100%エ
タノールを添加し、15,000 rpm, 15 min, 4°Cでエタノール沈殿した。上清を取り除いた DNAペレ
ットに 200 µLの 70%エタノールを添加して 15,000 rpm, 5 min, 4°Cで洗浄後、DNAペレットを乾
燥させた。その後、25 µLの Sample Loading Solution (GenomeLabTM) を添加して DNAを溶解し
た。得られた DNA溶液を用いて、CEQ2000シークエンサー (ベックマン・コールター) 
 
 
Table 2-3. PCRで使用したプライマーリスト 
Primer Sequence (5' to 3') 
 16S rRNA gene amplification  
   8F  AGAGTTTGATCATGGCTCAG 
   1492R  CGGTTACCTTGTTACGACTT 
   
 ΔtodC1 construction  
   FtodC1_FP  ACATGATTACGAATTAGCCACAGTCAAATAAATG 
   FtodC1_RP  TACTAGTTCATATGTGTCGGTCTGATTCATTGTC 
   RtodC1_FP  ACATATGAACTAGTAAAGGCGACACGCTGAATC 
   RtodC1_RP  TACCGAGCTCGAATTTACCTTGATAGGTTTGCAAG 
  
 ΔtodC1 confirmation  
   todC1C2_F  GAATTCGCCTTTGCTATCCGATTTCC 
   todC1C2_R  ACGATTGCGGTACACAATGA 
 
Table 2-4. シークエンス反応系 
Reagent Volume 
 Template DNA (PCR-amplified 16S rRNA DNA)  1.0 µL 
 Primer (r1L / r2L / r3L / r4L / f3L) (10 pmol/µL)  1.0 µL 
 Dye Terminator Cycle Sequencing Quick Start Master Mix (GenomeLabTM)  2.0 µL 
 5×Sequence buffer  2.0 µL 
 Sterile distilled water  4.0 µL 






で塩基配列を決定した。各プライマーの増幅産物から得られた配列を MacVector (MacVector, 
Inc.) で解析し、全シークエンスデータを連結して 1つの contigを作成し、相同性解析に使用し
た 。 YKD221 株 の 16S rRNA 遺 伝 子 配 列 と 相 同 な 菌 株 は 、 BLASTN 





を調べるために、トルエンジオキシゲナーゼの large subunitをコードする todC1の破壊株を構築
した (後述の Fig. 2-9参照)。遺伝子破壊はプラスミド pK18mobsacBをベースとした相同組み換
えによって実施した。YKD221株ゲノムの相同組み換え領域として、YKD221株の total DNAを
鋳型に todC1 遺伝子内部 15 base を含む上流 1,045 base および下流 988 base を FtodC1_FP、
FtodC1_RPおよび RtodC1_FP、RtodC1_RPで PCR増幅した (プライマー配列は Table 2-3参照)。
ゲル電気泳動によって目的の増幅産物を分離および回収し、両断片と pK18mobsacBの EcoRI線
状化断片を In-fusion cloning kit (Takara Bio) で連結し、todC1破壊用プラスミド pK18ΔtodC1を作
製した (Fig. 2-1)。得られたプラスミドクローンを 3種類の制限酵素 (BamHI, PstI, EcoRI) で消
化し、断片のバンドサイズから目的物であるかを確認した。各制限酵素で消化した場合に検出




	 遺伝子破壊用プラスミド pK18ΔtodC1は E. coli S17-1株を用いた二親接合法によって YKD221
株へ導入した。S17-1株に pK18ΔtodC1を形質転換し、カナマイシンを用いて pK18ΔtodC1を保 
Table 2-5. シークエンス反応に使用した各プライマーの配列 
Primer Sequence (5’ to 3’) 
 r1L  GTATTACCGCGGCTGCTGG 
 r2L  CATCGTTTACGGCGTGGAC 
 r3L  TTGCGCTCGTTGCGGGACT 
 r4L  ACGGGCGGTGTGTACAAG 








持した S17-1株 (遺伝子供与体) を選抜した。接合伝達は LB寒天培地で培養したYKD221株 (遺
伝子受容体) の菌体懸濁液とカナマイシンを含む LB寒天培地で培養した遺伝子供与体の菌体懸
濁液をほぼ同一の菌数となるように混合し、LB寒天培地に塗布し培養した。YKD221株の相同
組み換え体 (1st or 2nd crossover株) はカナマイシン、ナリジクス酸、スクロースを添加した LB
寒天培地を用いて選抜した。得られた遺伝子破壊株の候補クローンから total DNA を抽出し、





Fig. 2-1. YKD221株の todC1遺伝子破壊用プラスミドの作製方法 
遺伝子破壊は pK18mobsacBによる相同組み換え法を用いた。YKD221株のゲノム配列から作製した 2組の
プライマーセット (FtodC1_F および FtodC1_R、RtodC1_F および RtodC1_R) を用いて増幅した両断片と
EcoRI 消化によって線状化した pK18mobsacB を In-fusion cloning で連結し、遺伝子破壊用プラスミド
pK18ΔtodC1を作製した。破壊用プラスミドは 3種類の制限酵素 (BamHI, EcoRI, PstI) で消化してゲル電気
泳動し、断片の大きさから目的プラスミドであるかを判断した。 
Table 2-6. プラスミドの制限酵素消化産物の予想バンドサイズ 
予想バンドサイズ  [kb] 
制限酵素  
pK18mobsacB pK18ΔtodC1 
BamHI 5.7 1.7 + 6.0 
PstI 5.7 0.8 + 6.9 
EcoRI 5.7 7.7 





	 YKD221株のドラフトゲノムシークエンスは、製品評価技術基盤機構 (NITE) に依頼した。シ
ークエンスは 454 GS FLX Titanium (Roche) を用いて行われた。得られたシークエンスデータは、
Newbler version 2.6を用いてアセンブルされ、Rapid Annotation using Subsystem Technology (RAST) 
version 4.0 (http://rast.nmpdr.org) で自動アノテーションされた。RAST serverに格納されたデータ
やツールを用いて、塩素化エテン類分解候補遺伝子の探索や Pseudomonas putida F1株のゲノム
配列との比較等を行った (Overbeek et al., 2005)。 
 
2.2.9. ゲノムアクセッション番号 
	 YKD221 株のドラフトゲノムシークエンスデータは GenBank に登録した (Accession Number: 
BBNC01000001-BBNC01000091)。また、YKD221株との比較に使用した P. putida F1株のゲノム
配列は NCBIから入手した (Accession Number: CP000712)。 
 
2.2.10. YKD221株の cDCE存在下での生菌数測定 
	 LB液体培地で前培養した YKD221株の菌体を回収し、W液体培地で菌体を 3回洗浄後、同培
地に懸濁させた。100 mL容のバイアルに菌体懸濁液、W液体培地、cDCE飽和水溶液を、菌体
濃度がおよそ 5.0×107 CFU/mL、液全量 1 mL、初発水相 cDCE濃度が 500 µMとなるように添加
し、テフロンコートされたブチルゴム栓およびアルミシールで密栓し、30°C で 3 日間静置培養
した。培養液とバイアル内の空気 (酸素) との接触効率を向上させるため、バイアルは真横に倒
 
Fig. 2-2. ゲル電気泳動による遺伝子破壊用プラスミドの確認 






して培養した。ネガティブコントロールとして、cDCE を添加していないサンプル (cDCE 飽和
水溶液の代わりに同量の滅菌蒸留水を添加) も用意し、同様の操作を行った。培養 3日後にバイ
アルを開栓し、培養液を全量回収し、うち 100 µLを 500 µM の cDCEを含むまたは含まないW
液体培地 900 µLを添加した新しいバイアルに添加し、継代培養を行った。また、回収した残り









2.3.1. 16S rRNA遺伝子に基づいたYKD221株の系統分類 
	 PCR法およびシークエンス反応によって得られた YKD221株の 16S rRNA遺伝子配列 (1,429 
base) を用いて BLASTNで相同性検索を行い、YKD221株の分類同定を試みた。相同性検索結果
のうち、相同性が種の境界となる 98.5%以上であった基準株を Table 2-7に示した。YKD221株
の 16S rRNA遺伝子の部分配列は、Pseudomonas属細菌の基準株 24データと 98.5%以上の相同性
を示した。この 24データは 13種の基準株から構成されており、YKD221株はこれら 13種のう
ちのいずれかの種であると考えられた。また基準株以外の株との配列相同性を調べた結果、ト
ルエン分解菌および TCE共代謝分解菌として知られている P. putida F1株と 100%、安全な遺伝
子組み換え宿主として知られる P. putida KT2440株と 99.86%と、基準株の中で最も高い相同性






	 LB培地で培養した cDCE分解菌のうち、YKD221株が最も高い cDCE分解活性を示した (Fig. 




するかどうか調べるために、LB 液体培地において 30°C にて振とう培養した際の生育曲線を作
成した (Fig. 2-3)。YKD221株の LB液体培地での増殖速度は非常に速く、5〜6時間でほぼプラ
トーに達した。また生育曲線から、本培養条件における対数増殖期中期は、培養開始からおよ
そ 2.5時間であった。 
	 次に、生育曲線データをもとに、同じ培養系で対数増殖期中期 (2.5 時間) および定常期 (24
時間) まで培養した菌体を用いて各々の cDCE分解活性を調べた。また、同様に LB寒天培地上
で 2日間培養した菌体も用意し、液体培養した菌体と cDCEの分解活性を比較した。その結果、
対数増殖期中期に回収した菌体では cDCEが顕著に減少したのに対し、定常期に回収した菌体で
は cDCEはほとんど減少しなかった (Fig. 2-4)。また、LB寒天培地で 2日間培養した菌体での 
Table 2-7. YKD221株の 16S rRNA遺伝子配列と 98.5%以上の相同性を示した基準株 
Species * Strain [complete or partial sequence] Identity ** Accession No. 
1 Pseudomonas plecoglossicida NBRC 103162T [partial] 99.79% (1445/1448) NR_114226.1 
(1) Pseudomonas plecoglossicida FPC951T [partial] 99.79% (1445/1448) NR_024662.1 
2 Pseudomonas monteilii CIP 104883T [partial] 99.65% (1440/1445) NR_024910.1 
3 Pseudomonas taiwanensis BCRC 17751T [partial] 99.65% (1438/1443) NR_116172.1 
(2) Pseudomonas monteilii NBRC 103158T [partial] 99.59% (1442/1448) NR_114224.1 
4 Pseudomonas entomophila L48T [complete] 99.59% (1442/1448) NR_102854.1 
5 Pseudomonas putida ICMP 2758T [partial] 99.48% (1342/1349) NR_114794.1 
(4) Pseudomonas entomophila L48T [partial] 99.31% (1438/1448) NR_115336.1 
6 Pseudomonas mosselii CFML 90-83T [partial] 99.31% (1435/1445) NR_024924.1 
7 Pseudomonas parafulva AJ 2129T [partial] 99.17% (1436/1448) NR_040859.1 
8 Pseudomonas oryzihabitans L-1T [complete] 99.17% (1436/1448) NR_025881.1 
(2) Pseudomonas monteilii CIP 104883T [complete] 99.10% (1435/1448)  NR_112073.1 
(7) Pseudomonas parafulva NBRC 16636T [partial] 99.10% (1435/1448)  NR_113856.1 
(5) Pseudomonas putida NBRC 14164T [partial] 99.10% (1435/1448)  NR_113651.1 
(5) Pseudomonas putida ATCC 12633T [partial] 99.10% (1435/1448)  NR_114479.1 
9 Pseudomonas cremoricolorata NBRC 16634T [partial] 99.03% (1434/1448) NR_113855.1 
(7) Pseudomonas parafulva AJ 2129T [partial] 99.03% (1434/1448) NR_104278.1 
10 Pseudomonas soli F-279,208T [partial] 98.94% (1404/1419) NR_134794.1 
11 Pseudomonas guariconensis PCAVU11T [partial] 98.76% (1433/1451) NR_135703.1 
12 Pseudomonas flavescens NBRC 103044T [partial] 98.69% (1429/1448) NR_114195.1 
(9) Pseudomonas cremoricolorata IAM 1541T [partial] 98.69% (1429/1448) NR_040860.1 
(5) Pseudomonas putida IAM 1236T [complete] 98.69% (1429/1448) NR_043424.1 
13 Pseudomonas japonica NBRC 103040T [partial] 98.62% (1428/1448) NR_114192.1 













	 さらに YKD221 株が cDCE 以外の塩素化エテン類に対して分解活性を示すかどうか調べた。
YKD221株は LB液体培地で対数増殖期中期まで培養したものを使用し、新たに 3種類の塩素化
エテン類 (tDCE, TCE, PCE) を対象に分解活性を評価した。分解 4日目における各塩素化エテン
 
Fig. 2-3. YKD221株の LB液体培地での生育曲線 
100 mL の LB 液体培地を含む 500 mL 容のバッフルフラスコに初発菌体量が OD600で 0.1 となるように
YKD221株の前培養液を添加し、30°C, 120 rpmで振とう培養した。一定の培養時間ごとに菌体培養液の一
部を分取し、培養液の吸光度を測定した。グラフの縦軸 (OD600) は対数目盛で表記した。 
 
Fig. 2-4. 様々な培養条件での YKD221株の cDCE分解活性 
LB培地を用いて異なる growth phaseから回収した YKD221株の cDCE分解活性を比較した。培養条件は
以下の通りである: (1) mid-log phase, LB 液体培地で対数増殖期中期 (2.5 時間) まで培養、(2) stationary 
phase, LB液体培地で定常期 (24時間) まで培養、(3) plate (2 days), LB寒天培地で 2日間培養。各々の培養
菌体は OD600が 10となるようにW液体培地に添加し、500 nmolの cDCEを加えて全量 1 mLとした。系内
に残存する cDCEの割合はヘッドスペースガスクロマトグラフィーによって求めた。また、菌体懸濁液を
オートクレーブによって不活化したものをネガティブコントロールとして用いた。灰色のバーは生菌サン













nmol であった。一方で、24 時間および 48 時間で生成した正味の塩化物イオン生成量は、それ
ぞれ 347.3±50.9 nmolおよび 510.8±39.6 nmolであった。cDCE分解量の約 1.9倍量の塩化物イオ
ンの生成が認められ、1分子の cDCEから 2分子の塩化物イオンが生じることが示唆された。 
 
2.3.5. YKD221株のトルエン培養菌体での塩素化エテン類分解活性 










Fig. 2-5. YKD221株の塩素化エテン類分解試験 
LB液体培地で培養した YKD221株を OD600が 10となるようにW液体培地に添加し、500 nmolの塩素化








伝子破壊株とともに Fig. 2-11に示した)。以上の結果から、YKD221株も P. putida F1株と同様に
トルエン資化能を有していることを明らかにした。 
	 さらにトルエンを単一炭素源として培養した YKD221株を用いて cDCEおよび TCE分解活性
を調べた。トルエンは揮発性の高い有機溶媒であり菌体培養のコントロールが難しいことから、
W 寒天培地にトルエンを蒸気として供給し 2 日間培養したものを cDCE 分解試験に供した。ま
た比較用に、LB寒天培地で 2日間培養した菌体もあわせて用意した。cDCEおよび TCEの分解
試験結果を Fig. 2-7に示した。その結果、トルエン培養菌体では LB培養菌体と比較して非常に
高い cDCE および TCE 分解活性が見られた。特に cDCE の分解活性は著しく向上し、3 時間で
添加した 500 nmolの cDCEがほぼ完全に分解された。 
 
2.3.6. YKD221株のゲノム配列からのトルエン分解酵素遺伝子の探索 
	 トルエン資化能やトルエン培養菌体での cDCEおよび TCE分解活性の著しい向上が見られた
ことから、YKD221 株の cDCE および TCE 分解にもトルエン分解酵素が関与していることが強
く示唆された。そこで、YKD221株のドラフトゲノムシークエンスを NITEに依頼し、得られた
ゲノム配列から、P. putida F1株のトルエン分解酵素遺伝子群 (tod遺伝子群) の塩基配列と相同
性を示す領域を探索した。その結果、P. putida F1株のものと 100% 完全に配列が一致する領域
が見出された (Fig. 2-8)。そのため、YKD221株ゲノム中に存在するこれらの遺伝子についても
P. putida F1株のものと同じ遺伝子名を使用し、cDCEおよび TCE分解への関与についてさらに
 
Fig. 2-6. YKD221株の cDCE分解量および塩化物イオン生成量 
LB液体培地で培養した YKD221株を OD600が 10となるように 10 mMリン酸バッファー (pH7.0) に添加










A. 	 	 	 	 	 	 	 	  	 	 	 	 	 	 	         B. 
      
Fig. 2-7. トルエンで培養した YKD221株の cDCE (A) および TCE (B) 分解試験 
LB寒天培地またはトルエンを単一炭素源として供給したW寒天培地で2日間培養したYKD221株をOD600





Fig. 2-8. YKD221株のトルエン分解酵素遺伝子群 (推定) 
トルエン分解酵素遺伝子群のうち、トルエンの初発分解反応に関与する酵素をコードする遺伝子を黒い矢
印で示した。また推定されるこれらのコンポーネントの役割とトルエンの初発分解反応も合わせて示し
た。トルエン分解酵素遺伝子群の各遺伝子産物の詳細は以下の通りである: TodR, LysR family transcriptional 
regulator; TodX, membrane protein involved in aromatic hydrocarbon degradation; TodF, 
2-hydroxy-6-oxo-hepta-2,4-dienoate hydrolase; TodC1, toluene dioxygenase large subunit; TodC2, toluene 
dioxygenase small subunit; TodB, ferredoxine; TodA, ferredoxin reductase; TodD, cis-toluene dihydrodiol 
dehydrogenase; TodE, 3-methylcatechol 2,3-dioxygenase; TodG, 2-hydroxypenta-2,4-dienoate hydratase; TodI, 




2.3.7. YKD221株の cDCE分解酵素遺伝子の特定 
	 YKD221 株のゲノム配列から見出されたトルエン分解酵素遺伝子群は塩素化エテン類分解に
関与していると考えられた。遺伝子破壊株を作製し、塩素化エテン類分解への関与を調査した。 
	 遺伝子破壊用プラスミドpK18ΔtodC1 (Fig. 2-1) を二親接合法によってE. coli S17-1株を介して
YKD221株に導入し、相同組み換えによって todC1遺伝子を破壊した (Fig. 2-9)。野生株および
todC1破壊株の PCR増副産物の予想サイズは Fig. 2-9に示したように、それぞれ 2.5 kbおよび
1.2 kbとなる。PCRサンプルのゲル電気泳動結果 (Fig. 2-10) に示したように、1.2 kbのバンドが
見られた破壊株候補 1で todC1が破壊されていると判断した。さらにこのクローンのトルエン分
解酵素遺伝子が破壊されていることを確かめるために、トルエンを単一炭素源とするW寒天培
地で生育させた結果、トルエン生育能の完全な欠損が認められた (Fig. 2-11)。 
	 得られた todC1破壊株を LB液体培地で培養し、cDCEおよび TCE分解能を野生株と比較した 
(Fig. 2-12)。その結果、破壊株の cDCEおよび TCE分解活性が完全に消失し、YKD221株におい
てトルエンジオキシゲナーゼが cDCEおよび TCEの分解に関与することが示された。 
 
2.3.8. YKD221株と P. putida F1 株のゲノム配列の比較 
	 YKD221 株の 16S rRNA 遺伝子配列およびトルエン分解酵素遺伝子群の塩基配列はともに
100%完全に一致していた。また塩素化エテン類分解に関しても共通する特徴が認められた。そ
こでゲノム配列を比較し、両株の間に違いがないかどうか調べた。 




Fig. 2-9. YKD221株の todC1遺伝子破壊のコンストラクトと確認方法 
トルエン分解に関与するトルエンジオキシゲナーゼの large subunitをコードする todC1を遺伝子破壊のタ
ーゲットとし、相同組み換えを利用した遺伝子内部の欠失によって破壊した。遺伝子破壊の確認は
todC1C2_Fおよび todC1C2_Rプライマーセットを用いたPCRによって得られる増幅産物の大きさ (野生株








	 次に、YKD221株にのみ存在する coding DNA sequence (CDS) を抽出した結果、合計 96個で
あった (Table S2-2)。また、これらの CDSを RASTサーバー上で機能別にグラフ化したものを
Fig. 2-13に示した。機能ごとに着目すると、特に Amino acid and derivatives (AA)、Clustering-based 
subsystems (CB)、Protein metabolism (PM) に関連するものが 10個以上存在していた。先の遺伝子
破壊株の実験から、YKD221 株の cDCE および TCE 分解に関与する酵素はトルエンジオキシゲ
ナーゼのみであることを明らかにした。そのため、これらのユニークな CDSの中には分解反応
に直接的に関与するものはないと考えられた。実際に C 源代謝に関与する Carbohydrates (CH) 
を見ると、いずれも C源中央代謝系と関連深いもののみであり、共代謝分解酵素として知られ 
 
Fig. 2-10. PCRによる todC1破壊株クローンの確認 
todC1破壊株候補 4クローン (Δclone_1, 2, 3, 4) および YKD221野生株 (Wild type) の total DNAを鋳型と
して todC1C2_Fおよび todC1C2_Rプライマーで PCRした増幅産物をゲル電気泳動によって分離した。ま
た、1番右のレーンにサイズマーカーを泳動し、各断片のサイズを推定した。 
 
Fig. 2-11. YKD221野生株および todC1破壊株のトルエン生育能 
無機塩寒天培地である W 培地に植菌した YKD221 株に、トルエンを単一炭素源として蒸気供給し 2 日間
培養した培地の様子。左側は YKD221 株の野生株 (wild type cells)、右側は YKD221 株の todC1 破壊株 
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Fig. 2-12. YKD221株の todC1破壊株の cDCE (A) および TCE (B) 分解試験 
LB 液体培地で培養した YKD221 株を OD600が 10 となるように W 液体培地に懸濁し、500 nmol の cDCE
または TCEを添加して全量 1 mLとした。系内に残存する cDCEまたは TCEの割合はヘッドスペースガス
クロマトグラフィーによって求めた。また、菌体懸濁液をオートクレーブによって不活化したものをネガ
ティブコントロールとして用いた。●は YKD221野生株、◇は YKD221株の todC1破壊株、○は不活化菌
体のデータをそれぞれ示している。各々の実験は 3連で行い、標準偏差をエラーバーで示した。 
Table 2-8. YKD221株および F1株のゲノムサイズおよび G+C含量 
Strain Genome size [bp] G+C contents [mol%] 
P. putida YKD221 5,870,708 61.91 
P. putida F1 5,959,964 61.90 
 
 
Fig. 2-13. YKD221株にのみ存在する 96個の CDSの機能別分類 
YKD221株と P. putida F1株の比較ゲノム解析により、YKD221株のみに存在する 96個の CDSについて、
推定される機能ごとに分類した。機能分類 (Categories) は RAST server上に示されたデータを利用し、ア
ルファベット 2文字で略記した: AA, Amino acid and derivatives; CH, Carbohydrates; CD, Cell division and cell 
cycle; CW, Cell wall and capsule; CB, Clustering-based subsystems; CV, Cofactors, vitamins, Prosthetic groups, 
pigments; DM, DNA metabolism; IM, Iron acquisition and metabolism; MT, Membrane transport; MC, Motility and 
chemotaxis; NM, Nitrogen metabolism; NN, Nucleosides and nucleotides; PH, Phosphorus metabolism; PM, Protein 
metabolism; RW, RNA metabolism; RC, Regulation and cell signaling; RS, Respiration; SR, Stress response; SM, 








酸レダクターゼが見られた。ギ酸は TCEや cDCEの分解産物の 1つであることが示唆されてい
るため、本酵素が分解産物として生成したギ酸の分解を担っている可能性が考えられる。また、
Clustering-based subsystems (CB) の中にはグルタチオンに依存したチオールレダクターゼが見ら
れた。グルタチオンはグルタチオン S-トランスフェラーゼによる塩素化エテン類分解への関与
が知られているため (Jennings et al., 2009)、YKD221株の塩素化エテン類分解と関連があるかも
しれない。また、複数の転写制御因子も見られ、これが塩素化エテン類分解酵素遺伝子の転写
制御を担っている可能性が考えられた。 
	 さらに両株のゲノム配列から、一塩基多型 (single-nucleotide polymorphisms, SNPs) および挿入
/欠失している箇所 (insertions & deletions, InDel) を抽出した。変異箇所の数は Table 2-9にまとめ
た。その結果、YKD221 株のゲノム中には SNPs が 15 ヶ所、デリーションが 4 ヶ所見られた。













Table 2-9. YKD221株ゲノムで見られた変異箇所の詳細 
Mutation Intergenic* Intragenic** Total 
SNPs 4 11 15 
InDel 2 2 4 
SNPs: single-nucleotide polymorphisms; InDel: insertions & deletions。 
* Intergenic: Intergenic mutations (遺伝子間変異), ** Intragenic: Intragenic mutations (遺伝子内変異)。 
 
2-18 
地で培養した菌体を、炭素源を含まない W 無機塩培地に 10%植菌し、cDCE 添加または非添加
で培養した。生菌数はプレーティング法によって測定した。3日ごとに 10%植菌を繰り返して継
代培養し、YKD221株の cDCEの有無での増殖性を比較した。 
	 cDCE の有無による継代培養における生菌数の変化を Fig. 2-14 に示した。継代 1 回目では、
cDCE添加サンプルの菌体濃度が (3.5±0.1)×108 CFU/mLであったのに対し、cDCE非添加サンプ








ズの比較を行った。その結果、cDCE非添加サンプルの菌体では長径 1.9±0.4 µm、短径 1.2±0.2 µm
であったのに対し、cDCE添加サンプルでは長径 2.0±0.5 µm、短径 1.5±0.4 µmと僅かに大きかっ







Fig. 2-14. cDCE存在下における YKD221株の菌体濃度の推移 
LB液体培地で前培養した YKD221株を、菌体濃度が約 5.0×107 CFU/mLとなるようにW液体培地に懸濁
し、500 nmolの cDCEを添加して全量 1 mLとし、密栓して 30°Cで 3日間静置培養した。3日後、培養液








	 得られた cDCE 分解候補株のうち、最も高い分解活性を示した YKD221 株に焦点を絞り、さ




	 YKD221株は塩素化エテン類の分解能だけでなく、ゲノム配列も P. putida F1株と似ていたが、
トルエン誘導培養菌体での F1株の cDCEおよび TCEの分解活性はほぼ同レベルであるのに対し、









2.4.2. YKD221株の cDCE分解酵素遺伝子群および cDCE分解経路 
	 ゲノム配列の類似性と todC1破壊株の結果から、YKD221株においても F1株と同様にトルエ





















	 継代培養では 10%植菌を行っているため、菌体増殖が起こらなければ、菌体濃度は 1/10ずつ




つとしてCO2が考えられた。P. putida KT2440株では、CO2固定を担う reductive acetyl-CoA pathway 
(RACP) という経路が存在する (Ragsdale, 1991)。この経路は CO2を出発物質として、ギ酸やメ
チルヒドロ葉酸等を経由してアセチル CoA を合成してエネルギーを獲得するもので、酢酸生成
菌やメタン生成アーキア等でよく知られている。KEGGデータベースで調べたところ、YKD221









第 3 章 












第３章 YKD221株を含む P. putida group 細菌の系統解析 
3.1. 緒言 
	 現在は、16S rRNA遺伝子配列の相同性を利用した細菌の分類が主流であるが、前章に示した
ように YKD221 株の 16S rRNA 遺伝子配列の相同性が 98.5%以上の Pseudomonas 属の基準株が
13種存在し、本株を種レベルまで同定するには至らなかった。そこで YKD221株を含む類縁菌
について詳細な系統解析を行った。 
	 Pseudomonas属細菌は環境中の至るところに分布しており (Silby et al., 2011)、多くの種を内包
する最も複雑な属の１つとして知られている。Pseudomonas属は 1894年にMigulaらによって極
鞭毛を持つグラム陰性桿菌という形態学的特徴に基づいてはじめて定義された。20 世紀後半に
Palleroni ら、DeVos らが実施した DNA-rRNA ハイブリダイゼーションにより、Pseudomonas 属
細菌は 5つの RNA groupに細分類された (Palleroni et al., 1973; De Vos et al., 1985, 1989)。これら
のグループのうち、P. fluorescens, P. aeruginosa, P. putida, P. syringae等を内包する RNA group I
が真の Pseudomonas 属細菌という意味で authentic pseudomonad と呼ばれ、他のグループとは明
確に区別された  (group I 以外は、現在は Burkholderia, Ralstonia, Comamonas, Acidovorax, 
Xanthomonas, Sphingomonas等に再分類されている)。その後、16S rRNA遺伝子配列による系統分
類法によって、authentic pseudomonad は Pseudomonas (sensu stricto) と呼ばれた (Moore et al., 
1996; Anzai et al., 2000)。しかしながら、16S rRNA遺伝子配列の相同性のみでは Pseudomonas属
細菌の多様性をカバーできないため、Yamamoto らは gyrB と rpoD を連結した配列を用いた
Multilocus sequence analysis (MLSA) 法を適用し、16S rRNA遺伝子よりも高い解像度で分類でき
ることを示した (Yamamoto et al., 2000)。その後 Hilarioらは aptD, carA, recA, 16S rRNA (Hilario et 
al, 2004)、Muletらは 16S rRNA, gyrB, rpoB, rpoD (Mulet et al., 2010) とそれぞれ異なる 4種類の遺
伝子を連結し、Pseudomonas属細菌をさらに高い精度で分類した。中でも Muletらは、107種類
の Pseudomonas属細菌の基準株を対象として大規模な系統解析を実施し、Pseudomonas属細菌を
10種類のグループに細分類した。すなわち、P. fluorescens group; P. syringae group; P. lutea group; 
P. putida group; P. anguilliseptica group; P. straminea group; P. aeruginosa group; P. oleovorans group; 
P. stutzeri group; P. oryzihabitans groupである。その後Muletの研究グループは、上記の 10種類の
グループに P. pertucinogena groupを加えた合計 11種類のグループに 133種の基準株を含む合計
141種の Pseudomonas属細菌を分類している (Gomila et al., 2015)。 
 上記のグループの 1 つである P. putida group は、遺伝子組み換え宿主として用いられている
KT2440株 (Bagdasarian & Timmis, 1982) 以外にも、安息香酸 (Nakazawa & Yokota, 1973)、トル
エン (Ramos et al., 1995; Zylstra et al., 1988)、ナフタレン (Dunn & Gunsalus, 1973)、アルカン類 





ト臨床現場から単離されているものも存在する (Anaissie et al., 1987; Carpenter et al., 2008; 
Ladhani & Bhutta, 1998; Martino et al., 1996)。さらに、臨床現場から単離された P. monteilii (Elomari 
et al., 1997) や P. mosselii (Dabboussi et al., 2002)、水田から単離された P. fulva (Iizuka & Komagata, 
1963) や P. parafulva (Uchino et al., 2001)、アユ病原菌として報告された P. plecoglossicida 
(Nishimori et al., 2000) 等、多様な基準株が含まれている。 
	 そこで本章では、データベース上からゲノム配列が取得可能な株を用いて、MLSA や ANI 分
析等の最新の解析法によって YKD221株を含む P. putida groupの正確な分類同定を行った。 
 
3.2. 材料と方法 
3.2.1. 本解析で使用した Pseudomonas属細菌 
	 本解析には合計 60 株の Pseudomonas 属細菌を使用した。使用した菌株のリストは Table 3-1








	 系統解析に使用した 16S rRNA 遺伝子配列およびハウスキーピング遺伝子配列は、P. putida 
KT2440株の配列をリファレンスとして使用し、各株のゲノム配列から該当配列を抽出した。ま
た、ハウスキーピング遺伝子は同様の解析を行っている文献 (Adékambi et al., 2011; Mo et al., 
2013; Mulet et al., 2010; Scortichini et al., 2013) を参考にし、最終的に以下の 3つの条件を満たし
た 9種類 (Table 3-2) (argS, dnaN, dnaQ, era, gltA, gyrB, ppnK, rpoB, rpoD) を解析に使用すること
とした: (1) 全ての株が該当遺伝子を有していること; (2) 該当遺伝子がゲノム中に 1コピーしか
存在しないこと; (3) ハウスキーピング遺伝子の本来の配列が 700 base以上であること。抽出し
た遺伝子ごとにマルチ FASTAファイルを作成し、DDBJの ClustalW version 2.1でアライメント
し、pir形式でデータを出力し、この拡張子のファイルを Gblocks version 0.91b (Castresana, 2000) 
にアップロードしトリミング処理した。最終的にトリミング処理されたマルチ FASTAファイル
を MEGA version 6.06 (Saitou & Nei, 1987; Tamura et al., 2011, 2013) によって、近接結合法 
(neighbor-joining, NJ) [pairwise distance (p-distance) モデル] または最尤法 (maximum likelihood, 





















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































gamma distribution with five rate categories (GTR+G+I) モデル] で系統解析した。系統樹のブート
ストラップ値は 1,000回の繰り返しによって算出された (Felsenstein, 1985)。 
	 9 種類のハウスキーピング遺伝子を連結した配列を用いた MLSA では、トリミング処理した
各 ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 の 配 列 を ア ル フ ァ ベ ッ ト 順 





た 2株間の p-distanceをもとに、以下に示す式で 2株の該当遺伝子の配列相同性を算出可能であ
る: (塩基配列の相同性)=1−(p-distance)×100%。 
 
3.2.4. ANI による菌種同定と系統樹の作成法 
	 ANI 解析は、データベースから取得したゲノム配列または新たにシークエンスしたゲノム配
列から、JSpecies version 1.2.1および Legacy BLAST (BLAST 2.2.22) を用いて Gorisらと同様の方
法で行った (Goris et al., 2007)。比較した 2株の ANI値から、既存の文献と同様に数値が 95%以
上の場合には両者が同種であると判断した。 
	 ANI値を用いた系統樹の作成は、以下の手順で行った: (1) JSpeciesによって得られた ANI値か
ら、比較した 2株間の距離値を算出: (距離値) = 1 – ANI値 [-]; (2) 各株の組み合わせによって得
られた距離値をもとに、1つの距離行列式を作成; (3) 距離行列式を PHYLIP version 3.695にパッ
ケージングされている NEIGHBORプログラム (Felsenstein, 1989) で処理し、解析結果を系統樹





	 本研究で使用した各解析株のゲノムアクセッション番号を含む詳細情報は、Table 3-1 に示し
た通りである。解析に使用した P. putida group細菌のゲノムサイズは 4.60 Mb (P. putida S610株, 
draft genome) から 6.87 Mb (P. putida H8234株, complete genome) の間であった。さらに P. putida 
group細菌の G+C含量は 60.6 mol% (P. alkylphenolica KL28T株, complete genome) から 64.4 mol% 




3.3.2. 16S rRNA遺伝子配列を用いた系統解析 
	 まずはじめに、16S rRNA遺伝子配列を用いて系統解析を行った。アウトグループを含む全 60
株のうち 57株で解析したが、以下の 3株は配列に問題があったため除外した。すなわち、配列
が疑わしく Pseudomonas属以外の細菌と も良く一致した P. putida DOT-T1E株、配列が 1.0 kb
未満と短い部分配列である P. putida B001株および P. putida LS46株。 
	 解析に使用した塩基配列の長さおよび G+C 含量、系統解析結果として得られた 2 株間の
p-distanceおよび系統樹のブートストラップ値の割合を Table 3-2にまとめた。解析に用いた配列
はトリミングによって長さが 1,132 bpまで減少したが、通常理想とされる 1.0 kb以上の長さを
確保できた。 
	 16S rRNA遺伝子配列に基づいて作成した系統樹を Fig. 3-1に示した。系統樹には各分岐点の
ブートストラップ値のうち 50%以上の値のみを示しているが、全 54 点の分岐点のうち、42 点 
(77.8%) がブートストラップ値 50%以下であった (Table 3-2)。加えて、2株間の p-distanceも平
均値が 0.006と非常に小さく、得られた系統樹の信頼性および分類の精度は著しく低いと考えら
れた。 
	 アウトグループを除く11種類の基準株ではp-distanceが0.020以下 (相同性では98.0%以上) で
あった (Table 3-3)。特に、P. monteilii NBRC 103158T株、P. plecoglossicida NBRC 103162T株、P. 
taiwanensis DSM 21245T株、P. mosselii DSM 17497T株、P. entomophila L48T株がいずれも 99.56%
以上、P. parafulva NBRC 16636T株と P. fulva NBRC 16637T株が 100%、P. vranovensis DSM 16006T
株と P. alkylphenolica KL28T株が 99.65%と非常に高い相同性を示した。他の研究者の報告と同様
に、16S rRNA遺伝子配列ではこれらの細菌種を正確に分類するのが困難であることが確かめら
れた (Anzai et al., 2000; Moore et al., 1996)。 
 
3.3.3. ハウスキーピング遺伝子配列を用いた系統解析 
	 16S rRNA遺伝子配列では P. putida group細菌を正確に分類するため、16S rRNA遺伝子配列の
代わりに複数種のハウスキーピング遺伝子配列を用いて系統解析を行った。使用したハウスキ
ーピング遺伝子は Table 3-2に示した 9種類で以下の観点から選んだ: (1) 全ての株が該当遺伝子
を有していること; (2) 該当遺伝子がゲノム中に 1コピーしか存在しないこと; (3) ハウスキーピ
ング遺伝子の本来の配列が 700 base以上であること。 
	 解析によって得られた各パラメータは先に示した Table 3-2にまとめている。解析に使用した
各ハウスキーピング遺伝子の G+C含量は 56.3% (gyrB) から 66.6% (dnaQ) の間であった。ハウ
スキーピング遺伝子の p-distanceの平均値は 16S rRNA遺伝子と比較して 7.5倍 (gltA) から 18.8
倍 (dnaQ) 高い値を示した。また p-distanceの 大値から各々の塩基配列相同性を算出した結果、




Fig. 3-1. 16S rRNA遺伝子配列に基づく P. putida group細菌の系統樹 
系統樹はMEGA version 6.06を使用して NJ法で作成した。P. oryzihabitans NBRC 102199T株は本系統解析
でのアウトグループとして使用した。1,000回の再現によって計算されたブートストラップ値は、50%以上
の数値のみを該当する分岐点の上または下に示した。解析株のうち基準株を太字で示し、菌株名の末尾に








	 各々のハウスキーピング遺伝子配列から作成した系統樹を Fig. 3-2に示した。各分岐点の信頼
度を示すブートストラップ値 (Table 3-2) は 16S rRNAのものと比較して格段に向上し、ブート
ストラップ値 50%以下の分岐点の割合は、16S rRNA遺伝子では全分岐点の 77.8%を占めていた
が、ハウスキーピング遺伝子では 10.5% (rpoB) から 35.1% (ppnK) まで減少した。また、ブート
ストラップ値 90%以上の分岐点の割合に着目すると、16S rRNA遺伝子の場合では 9.3%しかなか





putida KT2440 株, P. putida OUS82 株, P. taiwanensis SJ9 株, P. monteilii NBRC 103158T 株, 
Pseudomonas sp. NBRC 111127株, P. parafulva NBRC 16636T株, P. fulva NBRC 16637T株の 7株 
(Fig. 3-2に●で示した株) の位置関係に着目すれば、各々の樹形構成が全て異なっていることが
確認できる。 
Table 3-3. p-distanceから算出した基準株 12株の 16S rRNA遺伝子の配列相同性 
  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 
1                      
2 99.91           
3 99.82 99.91          
4 99.56 99.65 99.73         
5 99.82 99.91 99.82 99.73        
6 98.85 98.94 99.03 98.76 98.85       
7 98.85 98.94 99.03 98.76 98.85 100.0      
8 99.12 99.20 99.29 99.03 99.12 98.85 98.85     
9 99.20 99.29 99.38 99.20 99.29 98.41 98.41 98.67    
10 98.67 98.76 98.85 98.67 98.76 98.05 98.05 99.03 98.94   
11 98.85 98.94 99.03 98.85 98.94 98.23 98.23 99.20 99.12 99.65  
12 96.02 96.11 96.02 95.76 96.02 95.67 95.67 95.93 95.58 95.58 95.76 
表の上部および左部に太字で示した番号は、それぞれ以下の基準株を示している; 1, P. monteilii NBRC 
103158T株; 2, P. plecoglossicida NBRC 103162T株; 3, P. taiwanensis DSM 21245T株; 4, P. mosselii DSM 17497T
株; 5, P. entomophila L48T株; 6, P. parafulva NBRC 16636T株; 7, P. fulva NBRC 16637T株; 8, P. putida NBRC 
14164T株; 9, P. japonica NBRC 103040T株; 10, P. vranovensis DSM 16006T株; 11, P. alkylphenolica KL28T株; 





























Fig. 3-2. 各ハウスキーピング遺伝子配列に基づく P. putida group細菌の系統樹 
[(A) argS, (B) dnaN, (C) dnaQ, (D) era, (E) gltA, (F) gyrB, (G) ppnK, (H) rpoB, (I) rpoD] 
系統樹はMEGA version 6.06を使用して NJ法で作成した。1,000回の再現によって計算されたブートスト
ラップ値は、50%以上の数値のみを該当する分岐点の上または下に示した。解析株のうち基準株を太字で
示し、菌株名の末尾に Tを追加した。P. putida group細菌の基準株は赤色、本解析のアウトグループとし







して作成した配列 (argS-dnaN-dnaQ-era-gltA-gyrB-ppnK-rpoB-rpoD, 13.8 kb) を用いて系統解析を
行った。 
	 解析の諸データは Table 3-2に、また NJ法で作成した系統樹を Fig. 3-3 (A) に示した。系統樹
のブートストラップ値に着目すると、全 57点の分岐点のうち、ブートストラップ値が 50%以下
の分岐点は 1 点のみ (1.8%) となった。一方で、ブートストラップ値が 90%以上の分岐点は 46
点 (80.7%) まで増加した。加えて、系統樹の末端クラスターを構成する菌株は、個々のハウス
キーピング遺伝子の系統樹で見られたものと全く同じであった。以上の結果から、全てのハウ
スキーピング遺伝子を連結した MLSA の系統樹が、各菌株の系統関係を も良く反映している
と考えられた。また、個々のハウスキーピング遺伝子の系統樹でも着目した 7 株 (P. putida 
KT2440株, P. putida OUS82株, P. taiwanensis SJ9株, P. monteilii NBRC 103158T株, Pseudomonas sp. 











3.3.4. Average Nucleotide Identity (ANI) による系統解析 
	 本研究で使用した 59株の P. putida group細菌を含む全 60株は、completeまたは draft genome
配列が利用可能であるため、ゲノム配列全体を利用する ANIによる系統解析を行った。 
	 解析によって得られた ANI値に基づいて作成した系統樹を Fig. 3-4に示した。Gorisらは ANI
における種の境界の閾値を 95%と報告しており (Goris et al., 2007; Richter et al., 2009)、この閾値
に基づく種の境界を点線で示した。その結果、本解析では全 59株の P. putida group細菌を 17種
類の独立種 (singleton) と 9種類のクラスターを合わせた計 26種に分類できた。またこのうちの








Fig. 3-3. 9種類のハウスキーピング遺伝子を連結した配列を用いて解析したP. putida group細菌
の系統樹 [(A) NJ法, (B) ML法] 
9種類のハウスキーピング遺伝子配列 (argS, dnaN, dnaQ, era, gltA, gyrB, ppnK, rpoB, rpoD) をアルファベ
ット順に連結した 13.8 kbの配列を用いてMEGA version 6.06を使用して NJ法またはML法で系統樹を作
成した。1,000 回の再現によって計算されたブートストラップ値は、50%以上の数値のみを該当する分岐
点の上または下に示した。解析株のうち基準株を太字で示し、菌株名の末尾にTを追加した。P. putida group






Fig. 3-4. ANI解析結果に基づいて作成した系統樹 
ANI解析は JSpecies version 1.2.1を用いて行った。得られた ANI値から距離行列式を作成し、NEIGHBOR
プログラム内の PHYLIPによって系統樹を作成した。 終的に系統樹は Njplotを用いて編集した。解析株
のうち基準株を太字で示し、菌株名の末尾に Tを追加した。P. putida group細菌の基準株は赤色、本解析
のアウトグループとして使用した P. oryzihabitans NBRC 102199T株は青色で示した。左下にはスケールバ
ーを示した。緑色の点線は ANIの閾値 95%に基づいた種の分類を示している。さらに ANI値が 95%以上








	 本章では 16S rRNA遺伝子、ハウスキーピング遺伝子、およびゲノム配列を用いて系統解析を
行った。Muletらは、P. putida groupを含む Pseudomonas属細菌の分類は 16S rRNA, gyrB, rpoD
の 3 種類の遺伝子を連結した系統解析によって明瞭な結果が得られることがすでに報告されて
いるが (Mulet et al., 2013)、本解析での解析株の総数が 60株と多いこと、P. putida group細菌の
より正確な分類を行うことを目的としているため、彼らよりもさらに多くの遺伝子を連結して
解析する必要があると考えられた。加えて、59株の P. putida group細菌のうちの 3株の 16S rRNA
遺伝子に問題があったため、16S rRNA 遺伝子は MLSA では使用しないこととした。 終的に





場合に、dnaN, dnaQ, gyrB, rpoD, ANIの系統樹はクラスターの位置が 1ヶ所異なるのみであった。










3.4.2. MLSAおよびANI の解析結果の比較 
	 MLSAと ANIの系統樹の類似性をさらに明確にするために、MLSAの p-distanceから算出した
配列相同性と ANI値の関係をプロットし、 小二乗法によって直線の式と相関性を表す Rを算




Fig. 3-5. ANIクラスターに基づく各系統樹の概略図 
パネル (A), (B), (C), (D), (E), (F), (G), (H), (I), (J), および (K) は、それぞれANI, MLSA (NJ法およびML法), 








では 98%が ANI の閾値に相当することが分かった。98%を閾値として種のクラスタリングを実
施すると、その大部分は ANI でのクラスタリングと一致した。しかしながら、MLSA 98%を閾
値とした場合には、ANI ではクラスターI に含まれていた LF54 株が、このクラスターに近接す
る独立種となった (ANI値は 95.08 %から 95.52%、MLSA配列の相同性は 97.30%から 97.58%)。
また、ANIではクラスターVIIIを構成していた S610株と NBRC 16637T株が、MLSAではそれぞ
れが独立種となった (ANI値は 95.65%、MLSA配列の相同性は 97.79%)。 
 
3.4.3. ANI による P. putida group 細菌の種分類と再分類の提案 
	 ANI解析により、59株の P. putida group細菌を、17種の独立種と 9種のクラスターを含む計
26 種に分類できた。これらの中から基準株と同種としてクラスタリングされたものを除くと、
15 種 (43 株) が基準株とは異なる新種であると考えられる。一方、同じ種名を持つ複数の株が
異なるクラスターに属するケースがあり、これらの株に注目して以下に記した。 
	 (1) P. putidaと命名されている菌株は 24株存在する。基準株である NBRC 14164T株はクラス
ターIIIに隣接した独立種であり、他のどの P. putida group細菌とも同種ではなかった (ANI値で
95%以上を示す株が存在せず)。残り 23 株は系統樹上に広く分布しており、ANI 値は 80.3% 
(CSV86株) から 94.3% (W15Oct28株) と大きな幅があった。また芳香族や脂肪族炭化水素分解
 
Fig. 3-6. ANIおよびMLSAのドットプロット 




菌として報告されているものの多くは、クラスターI またはクラスターV に集中していた。P. 
putida KT2440株が P. putidaの基準株とは別種であることがDNA-DNAハイブリダイゼーション
等によって証明されており、基準株と同種でないことが明らかになっている (Regenhardt et al., 
2002)。 
	 (2) P. monteiliiと命名されている菌株は 4株存在する。基準株である NBRC 103158T株はクラ
スターIVに含まれていた。それ以外の 3株のうち、GTC 10897株は同じくクラスターIVに位置
したが、残りの 2株 (SB3078株および SB3101株) は基準株とは異なるクラスターVに位置して
おり、基準株との ANI値は 89.3%であった。 







	 本研究で cDCE分解菌として単離した YKD221株は、16S rRNA遺伝子配列が P. putida F1株
と同一であり、P. putidaとしてきたが、F1株や DOT-T1E株、KT2440株等とともに新しい種名









第 4 章 











第４章 YKD221株を含む P. putida group 細菌の比較ゲノム解析 
4.1. 緒言 
	 P. putidaは、日本細菌学会が定めるバイオセーフティレベルでは 1* (opportunistic pathogen)、
世界的に権威のある菌株保存機関であるドイツの DSMZでは risk group 2 (moderate pathogen) に
位置付けられており、日和見病原性を持ち得る。本研究では、岐阜大学から単離された株を含
む 26 株の臨床株が解析に使用されている。そこで本章では、各株の単離源情報に着目して、





	 コアゲノムおよびパンゲノム解析は、共同研究機関の 1つである NITEが作成したスクリプト
を用いて実施した。解析株の全 coding DNA sequence (CDS) のアミノ酸配列は、NCBIデータベ




6株ずつ選定した: (臨床株) Pseudomonas sp. GTC 16482株, P. putida H8234株, P. putida HB3267株, 
Pseudomonas sp. NBRC 111127株, Pseudomonas sp. NBRC 111131株, P. mosselii DSM 17497T株; (非
臨床株) P. putida KT2440株, P. putida NBRC 14164T株, P. putida S16株, P. parafulva NBRC 16636T
株, P. putida W619株, P. alkylphenolica KL28T株。このスクリプトによって、解析株で共通して存
在する CDSをコアゲノム CDS、コアゲノム CDSを含む全 CDSの種類をパンゲノム CDSとして
抽出した。臨床株および非臨床株のコアゲノムおよびパンゲノム CDS数は、上述した各々の株
をリファレンスとして得られたデータから、平均値および標準偏差を算出し、グラフ化した (Fig. 
4-1)。さらに抽出した CDSは、Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) および Clusters 
of Orthologous Groups (COG) を用いて遺伝子産物の推定機能や機能別分類も実施した。 
 
4.3. 結果 
4.3.1. ANI 解析における臨床株と非臨床株の判別 
	 前章で YKD221 株を含む非臨床株 33 株、岐阜大学で単離されたものを含む臨床株 26 株から
なる合計 59株の P. putida group細菌を対象に、ANI解析を行い、同種であると考えられる 9つ
のクラスターを見出したが、臨床株のみから構成されているのはクラスターVI およびクラスタ









	 合計 59株の coding DNA sequence (CDS) 数を Table 4-1および Table 4-2にまとめた。その結果、
全解析株の CDS数は 4,108個から 6,357個の間であり、それらの平均は 5,399±448個であった。
さらに、臨床株と非臨床株で区別して各々のデータを見ると、臨床株の CDS 数は 4,910 個から
6,357個の間であり、それらの平均は 5,527±379個であった。一方、非臨床株の CDS数は 4,108
個から 6,153個の間であり、それらの平均は 5,297±477個であった。CDS数の最大値、最小値、
平均値のいずれにおいても、臨床株の方が非臨床株よりも僅かに多い傾向を示した。 
	 さらに、臨床株および非臨床株で共通する CDS数を調べ、先に示した CDS総数のデータとあ
わせたベン図を Fig. 4-3に図示した。共通性の判定はアミノ酸配列の相同性 20%以上、クエリカ
バー60%以上の CDSを基準とした。また、その結果、全ての臨床株で共通して存在していた CDS 
(臨床株のコアゲノム) は 2,087 個であった。一方で、全ての非臨床株で共通して存在していた
CDS (非臨床株のコアゲノム) は 1,847個であった。またこれらのうち、1,332個の CDSは臨床
株および非臨床株に関係なく、解析に使用した全ての株に共通して存在していた (全共通 CDS)。 
 
 
Fig. 4-1. 臨床株および非臨床株のコアゲノム数およびパンゲノム数の積算プロット 
縦軸の Number of genes はコアゲノム CDS 数 (▲) またはパンゲノム CDS 数 (●)、横軸の Number of 





Fig. 4-2. ANI解析結果に基づいて作成した系統樹 
ANI解析は JSpecies version 1.2.1を用いて行った。得られた ANI値から距離行列式を作成し、NEIGHBOR
プログラム内の PHYLIP によって系統樹を作成した。最終的に系統樹は Njplot を用いて編集した。P. 
oryzihabitans NBRC 102199T株は本系統解析でのアウトグループとして使用した。基準株は太字で示し、
菌株名の末尾に Tを追加した。また臨床株 (赤色) の場合は C、非臨床株 (青色) の場合は Nを菌株名の
前に加えた。左下にはスケールバーを示した。緑色の点線は ANI の閾値 95%に基づいた種の分類を示し




Table 4-1. 臨床株 26株の CDS数 
No. Strain name No. of CDS No. Strain name No. of CDS 
1 P. monteilii GTC 10897 5,592  14 Pseudomonas sp. NBRC 111127 5,220  
2 P. monteilii NBRC 103158T 5,774  15 Pseudomonas sp. NBRC 111128 5,198  
3 P. mosselii DSM 17497T 5,692  16 Pseudomonas sp. NBRC 111129 5,211  
4 P. putida H8234 6,357  17 Pseudomonas sp. NBRC 111130 5,158  
5 P. putida HB3267 5,292  18 Pseudomonas sp. NBRC 111131 5,659  
6 Pseudomonas sp. GTC 16482 6,270  19 Pseudomonas sp. NBRC 111132 5,464  
7 Pseudomonas sp. NBRC 111117 5,003  20 Pseudomonas sp. NBRC 111133 5,950  
8 Pseudomonas sp. NBRC 111118 5,766  21 Pseudomonas sp. NBRC 111134 5,507  
9 Pseudomonas sp. NBRC 111119 4,910  22 Pseudomonas sp. NBRC 111136 5,979  
10 Pseudomonas sp. NBRC 111121 5,679  23 Pseudomonas sp. NBRC 111140 5,650  
11 Pseudomonas sp. NBRC 111123 5,128  24 Pseudomonas sp. NBRC 111142 5,333  
12 Pseudomonas sp. NBRC 111124 5,461  25 Pseudomonas sp. NBRC 111143 5,686  
13 Pseudomonas sp. NBRC 111125 5,799  26 Pseudomonas sp. NBRC 111144 4,972  
 
Table 4-2. 非臨床株 33株の CDS数 
No. Strain name No. of CDS No. Strain name No. of CDS 
1 P. alkylphenolica KL28T 5,202  18 P. putida LF54 5,044  
2 P. entomophila L48T 5,134  19 P. putida LS46 5,257  
3 P. fulva NBRC 16637T 4,293  20 P. putida MTCC5279 4,800  
4 P. japonica NBRC 103040T 5,731  21 P. putida NBRC 14164T 5,449  
5 P. monteilii SB3078 5,436  22 P. putida ND6 6,153  
6 P. monteilii SB3101 5,360  23 P. putida OUS82 6,058  
7 P. parafulva NBRC 16636T 4,443  24 P. putida S16 5,218  
8 P. plecoglossicida NBRC 103162T 4,877  25 P. putida S610 4,108  
9 P. putida B001 5,379  26 P. putida SJTE-1 4,953  
10 P. putida B6-2 5,694  27 P. putida TRO1 5,712  
11 P. putida BIRD-1 4,960  28 P. putida W15Oct28 5,537  
12 P. putida CSV86 5,680  29 P. putida W619 5,182  
13 P. putida DLL-E4 5,861  30 P. putida YKD221 5,336  
14 P. putida DOT-T1E 5,721  31 P. taiwanensis DSM 21245T 4,918  
15 P. putida F1 5,249  32 P. taiwanensis SJ9 6,080  
16 P. putida GB-1 5,408  33 P. vranovensis DSM 16006T 5,228  
17 P. putida KT2440 5,350        
 
 
Fig. 4-3. 臨床株および非臨床株の CDS数の内訳 
解析に使用した 59株の P. putida group細菌の CDS数の内訳をベン図で示した。中央部分の All strains core 
CDS (紫塗り)、C-specific core CDS (赤塗り)、N-specific core CDS (青塗り) は、全解析株、臨床株特異的、





個 (臨床株特異的 CDS) および 515個 (非臨床株特異的 CDS) であり、臨床株で特異的なコアゲ
ノム CDSの方が 240個多いという結果になった。 
 
4.4. 考察 
4.4.1. ANI 解析における臨床株と非臨床株の判別 
	 MLSA や ANI といった系統解析法では、塩基配列の類似度を比べているため、特定の異なる









示唆されている (Fleischmann et al., 1995; Konstantinidis et al., 2006; Stover et al., 2000)。 
	 コアゲノム解析により、全共通 CDSは 1,332個、臨床株特異的 CDSは 755個、非臨床株特異
的 CDSは 515個であった。全共通 CDSは、アミノ酸合成や輸送、DNAの複製・転写・翻訳等
に関連するものが大半で、単離源に関係なく微生物の生存に必須な基本的機能に関わる CDSが
大きな割合を占めていた。 
	 さらに、臨床株および非臨床株特異的 CDS のうち、COG 情報が取得できた CDS について機
能分類を行った結果を Table 4-3にまとめた。臨床株特異的 CDSが非臨床株特異的 CDSを大き
く上回る分類 (Table 4-3, Ratio が 0.5 以上) に着目すると、細胞外因子 (Extracellular structures, 
1.0)、翻訳・リボソーム因子・発生 (Translation, ribosomal structure and biogenesis, 0.6)、防御機構 
(Defense mechanisms, 0.5)、補酵素輸送・代謝 (Coenzyme transport and metabolism, 0.5)、無機イオ
ン輸送・代謝 (Inorganic ion transport and metabolism, 0.5) がある。これらの分類について病原性
に関わる遺伝子を調べたところ、以下に述べるように臨床株と非臨床株を識別する指標となり
そうな CDSがいくつか見出された。 
(1) 細胞外因子に関わる CDS 
	 この分類の臨床株特異的 CDSには Type IV pili (線毛) と Type II secretion systemが含まれてい
た。Type IV線毛は感染時の定着に重要なバイオフィルム形成に関わる湿固相表面の移動能力を




Pseudomonas 属の病原菌 P. aeruginosa (緑膿菌) を含む細菌で報告されている (Cisneros et al., 
2012)。 
(2) 防御機構に関わる CDS 
	 この分類の臨床株特異的 CDS にはチオールペルオキシダーゼおよびカタラーゼ (ヒドロキシ
ペルオキシダーゼ I, HPI) が含まれていた。生体内で感染防御の先兵となるマクロファージは、
細菌を貧食により細胞内小胞に取り込んで活性酸素種により殺菌する。チオールペルオキシダ
ーゼとカタラーゼは活性酸素種の過酸化水素を無毒化することが知られている (Brown et al., 
1995; González-Flecha & Demple, 1997; Horst et al., 2010)。活性酸素種の一重項酸素を解毒するス
ーパーオキシドジスムターゼ (SOD) も感染性に関わることが報告されているが (Narasipura et 
Table 4-3. 臨床株および非臨床株特異的 CDSの COG機能別分類 
No. of core genome CDS Ratio COG major function* COG detailed function* 
C ** N ** (C-N)/C 
Cell cycle control, cell division, 
 chromosome partitioning 
6 5 0.2 
Cell wall/membrane/envelope biogenesis 30 23 0.2 
Cell motility 19 17 0.1 
Post-translational modification, protein 
 turnover, and chaperones 
19 23 -0.2 
Signal transduction mechanisms 38 26 0.3 
Intracellular trafficking, secretion, 
 and vesicular transport 
9 6 0.3 
Defense mechanisms 14 7 0.5 
Extracellular structures 2 0 1.0 
Nuclear structure 0 0 - 
Cellular processes 
 and signaling 
Cytoskeleton 0 0 - 
RNA processing and modification 0 0 - 
Chromatin structure and dynamics 0 0 - 
Translation, ribosomal structure and biogenesis 49 21 0.6 
Transcription 32 18 0.4 
Information storage 
 and processing 
Replication, recombination and repair 25 16 0.4 
Energy production and conversion 40 34 0.2 
Amino acid transport and metabolism 61 60 0.0 
Nucleotide transport and metabolism 15 11 0.3 
Carbohydrate transport and metabolism 18 26 -0.4 
Coenzyme transport and metabolism 41 22 0.5 
Lipid transport and metabolism 18 19 -0.1 
Inorganic ion transport and metabolism 33 17 0.5 
Metabolism 
Secondary metabolites biosynthesis, 
 transport, and catabolism 
11 12 -0.1 
General function prediction only 42 36 0.1 Poorly characterized 
Function unknown 22 9 0.6 
Total   544 408 0.3 
* 機能の名称は、COGで用いられている表記をそのまま使用した。 
** Cは臨床株特異的 CDS、Nは非臨床株特異的 CDSを示している。 
4-7 
al., 2003)、非臨床株にも存在する全共通 CDSに含まれていた。 
(3) 無機イオン輸送・代謝に関わる CDS 
	 この分類の臨床株特異的 CDS にはシデロフォアレセプター (トランスポーター) が含まれて
いた。生体内では大半の鉄イオンが固定化されているため遊離の鉄イオンが欠乏しており、鉄
イオンを獲得するためのシデロフォアが感染性に関わることが知られている (Carpenter & 
Payne, 2015; Cendrowski et al., 2004; Raymond et al., 2003)。シデロフォア自体が臨床株特異的 CDS
に含まれていないが、シデロフォアレセプター (トランスポーター) が臨床株のシデロフォア分
泌量を増やす役割を持っている可能性もある。 




病原性菌に分布していることが知られている (Cornaglia et al., 2007; Eriksson-Grennberg et al., 
1965; Luzzaro et al., 2004)。また、魚病薬として使用されているアクリフラビンに対する耐性遺伝
子もこの分類の臨床株特異的 CDSに含まれていた。 
	 一方、非臨床株特異的な CDSが臨床株特異的 CDSを大きく上回る分類 (Table 4-3) に着目す

































	 第 1 章では、様々な場所から採取した環境試料から、塩素化エテン類の取得を試み、候補株
の塩素化エテン類分解能を調べた。最終的に LB培地で培養した誘導基質に暴露していない菌体
で cDCE分解能を示す株を 6株取得した。 







YKD221株の cDCE分解経路を推定した。YKD221株のゲノム配列は P. putida F1株と極めて高
い相同性を示したが、96個の独自の CDSを持つなど、F1株との違いを明らかにした。 
	 第 3章では、YKD221株を分離同定するための解析を行った。16S rRNA遺伝子配列を用いた
解析では、P. putidaを含む複数の Pseudomonas属細菌種と有意な相同性を示し、種の同定に至ら
なかった。そこで P. putida groupのゲノム配列を多数収集し、58株の P. putida group株について
ゲノム配列から抽出した 9 種類のハウスキーピング遺伝子配列を用いた Multilocus sequence 
analysis (MLSA) を行い、高い解像度で分類することができた。また、ゲノム配列全体を使用し
た Average nucleotide identity (ANI) によって種の分類を行った結果、P. putida groupには基準株
とは異なる種に該当する同じ種名の株が数多く存在することを明らかにし、既存の P. putida 
group細菌の種の再分類および再命名が必要であることを示唆した。 
	 第 4章では、解析した 58株に含まれる臨床株 26株と非臨床株 33株を区別することを試みた。
MLSA や ANI による系統樹では両者は区別できなかったため、比較ゲノム解析により臨床株に
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2 letters Functional category by RAST server
AA   Amino acid and derivatives
CH   Carbohydrates
CD   Cell division and cell cycle
CW   Cell wall and capsule
CB   Clustering-based subsystems
CV   Cofactors, vitamins, Prosthetic groups, pigments
DM   DNA metabolism
IM   Iron acquisition and metabolism
MT   Membrane transport
MC   Motility and chemotaxis
NM   Nitrogen metabolism
NN   Nucleosides and nucleotides
PH   Phosphorus metabolism
PM   Protein metabolism
RW   RNA metabolism
RC   Regulation and cell signaling
RS   Respiration
SR   Stress response
SM   Sulfur metabolism
VD   Virulence, disease and defense
※	第2章で使用したCDSは、RASTサーバーで定義されている機能分類を使用した。また、
			論文中では各々を2文字表記で示した。
Table S2-2. YKD221株のみで見られた96コのユニークCDS [Page 1 of 2]
Category * Anotation ( = putative function of gene product)
AA Arginine permease RocE
AA Arginine/ornithine ABC transporter, permease protein AotM
AA Arginine/ornithine ABC transporter, permease protein AotQ
AA Cys regulon transcriptional activator CysB
AA γ-glutamyl-GABA hydrolase (EC 3.5.1.94)
AA L-lysine permease
AA Leucine-responsive regulatory protein, regulator for leucine (or lrp) regulon and high-affinity
branched-chain amino acid transport system
AA Predicted regulator PutR for proline utilization, GntR family
AA Predicted transcriptional regulator LiuR of leucine degradation pathway, MerR family
AA Probable acyl-CoA dehydrogenase (EC 1.3.99.3)
AA Sulfate transporter, CysZ-type
AA Sulfite reductase [NADPH] flavoprotein alpha-component (EC 1.8.1.2)
AA Threonine dehydrogenase and related Zn-dependent dehydrogenases
CH Maltose O-acetyltransferase (EC 2.3.1.79)
CH Predicted L-lactate dehydrogenase, Iron-sulfur cluster-binding subunit YkgF
CH Pyruvate oxidase (EC 1.2.3.3)
CD Cell division protein FtsN
CW AmpG permease
CW capsular polysaccharide biosynthesis protein
CW dTDP-Rha:A-D-GlcNAc-diphosphoryl polyprenol, A-3-L-rhamnosyl transferase WbbL
CW Hexuronate transporter
CW O-antigen ligase
CW Oligosaccharide repeat unit polymerase Wzy
CW Teichoic acid export ATP-binding protein TagH (EC 3.6.3.40)
CW TRAP-type transport system, small permease component, predicted N-acetylneuraminate transporter
CB ABC transporter, transmembrane region:ABC transporter:Peptidase C39, bacteriocin processing
CB ABC-type polar amino acid transport system, ATPase component
CB Bis(5'-nucleosyl)-tetraphosphatase (asymmetrical) (EC 3.6.1.17)
CB DamX, an inner membrane protein involved in bile resistance
CB Endoribonuclease L-PSP
CB FIG014328: hypothetical protein
CB FIG138056: a glutathione-dependent thiol reductase
CB FIGfam010717
CB γ-glutamyl-putrescine oxidase (EC1.4.3.-)
CB GGDEF and EAL domain proteins
CB Large exoproteins involved in heme utilization or adhesion
CB Low molecular weight protein tyrosine phosphatase (EC 3.1.3.48)
CB Phosphocarrier protein, nitrogen regulation associated
CB Predicted aminoglycoside phosphotransferase
CB Predicted carboxypeptidase
CB Probable carboxyvinyl-carboxyphosphonate phosphorylmutase (EC 2.7.8.23)
CB Putative Heme-regulated two-component response regulator
CB Putrescine importer
CB Sulfatase modifying factor I precursor (C-α-formyglycine-generating enzyme I)
CV Adenosylcobinamide-phosphate synthase
CV Cob(I)alamin adenosyltransferase PduO (EC 2.5.1.17)
CV Thiamin ABC transporter, transmembrane component
DM DEDDh 3'-5' exonuclease domain of the ε subunit of DNA polymerase III
DM Primosomal protein I
IM ABC transporter (iron/B12/siderophore/hemin), ATP-binding component
IM ABC transporter (iron/B12/siderophore/hemin), periplasmic substrate-binding component
IM ABC transporter (iron/B12/siderophore/hemin), permease component
IM Putative siderophore biosynthesis protein, related to 2-demethylmenaquinone methyltransferase
MT Oligopeptide ABC transporter, periplasmic oligopeptide-binding protein OppA (TC 3.A.1.5.1)
MT Oligopeptide transport system permease protein OppC (TC 3.A.1.5.1)
MT Phosphonate ABC transporter ATP-binding protein (TC 3.A.1.9.1)
MT TonB-dependent hemin, ferrichrome receptor
MC Methyl-accepting chemotaxis protein I (serine chemoreceptor protein)
MC Sodium-type flagellar protein motY precursor
NM Cyanate transport protein CynX
NN β-ureidopropionase (EC 3.5.1.6)
NN Xanthine transporter, putative
PH 2-aminoethylphosphonate uptake and metabolism regulator
PM tRNA-Ala-GGC
PM tRNA-Arg-ACG
* CategoryはTable S2-1に示したRAST serverによる機能別分類を2文字表記で示している。
Table S2-2. YKD221株のみで見られた96コのユニークCDS [Page 2 of 2]














RM 23S rRNA (guanine-N-2-)-methyltransferase rlmL EC 2.1.1.-)
RM ATP-dependent RNA helicase PA3950
RM RNA polymerase σ70 factor
RC ElaA protein
RC Sensory histidine kinase QseC
RC Transcriptional regulatory protein RstA
RS Electron transport complex protein RnfE
RS Ferredoxin reductase
RS Formate dehydrogenase O α subunit (EC 1.2.1.2)
SR Cell wall endopeptidase, family M23/M37
SR Glutaredoxin-related protein
SR L-proline glycine betaine binding ABC transporter protein ProX (TC 3.A.1.12.1)
SR Osmotically inducible protein OsmY
SR Various polyols ABC transporter, ATP-binding component
SM 4Fe-4S ferredoxin, iron-sulfur binding
SM Putative sulfate permease
VD Probable Co/Zn/Cd efflux system membrane fusion protein
VD RND efflux system, membrane fusion protein CmeA





















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































COG major function 1 letter COG detailed function
D   Cell cycle control, cell division, chromosome partitioning
M   Cell wall/membrane/envelope biogenesis
N   Cell motility
O   Post-translational modification, protein turnover, and chaperones
T   Signal transduction mechanisms
U   Intracellular trafficking, secretion, and vesicular transport
V   Defense mechanisms
W   Extracellular structures
Y   Nuclear structure
Z   Cytoskeleton
A   RNA processing and modification
B   Chromatin structure and dynamics
J   Translation, ribosomal structure and biogenesis
K   Transcription
L   Replication, recombination and repair
C   Energy production and conversion
E   Amino acid transport and metabolism
F   Nucleotide transport and metabolism
G   Carbohydrate transport and metabolism
H   Coenzyme transport and metabolism
I   Lipid transport and metabolism
P   Inorganic ion transport and metabolism
Q   Secondary metabolites biosynthesis, transport, and catabolism
R   General function prediction only
S   Function unknown
※	COGの一文字表記は、Table S4-2およびTable S4-3で使用した。
  Poorly characterized
  Cellular processes and signaling
  Information storage and processing
  Metabolism
Table S4-2. 臨床株特異的なコアゲノムCDSリスト [Page 1 of 12]
Gene ID [P. putida HB3267] COG Annotation ( = putative function of gene products)
B479_00160 C F0F1 ATP synthase subunit epsilon
B479_00250 L chromosomal replication initiation protein
B479_00260 L recombination protein F
B479_00585 - sigma-54 dependent transcription regulator
B479_00590 - beta-lactamase domain-containing protein
B479_00595 I FAD-dependent pyridine nucleotide-disulfide oxidoreductase
B479_00600 S hypothetical protein
B479_00615 - major facilitator superfamily transporter
B479_00620 I phospholipid/glycerol acyltransferase
B479_00680 J SUA5/yciO/yrdC domain-containing protein
B479_00690 C, R alcohol dehydrogenase
B479_00715 P choline-sulfatase
B479_00755 - hypothetical protein
B479_00775 V OsmC family protein
B479_00780 - hypothetical protein
B479_00840 C cytochrome c oxidase subunit II
B479_00845 C cytochrome c oxidase subunit I
B479_00850 C, O cytochrome C oxidase assembly protein
B479_00855 C cytochrome c oxidase subunit III
B479_00870 - hypothetical protein
B479_00875 H cytochrome oxidase assembly
B479_01015 - inhibitor of vertebrate lysozyme
B479_01030 - ABC transporter auxiliary component-like protein
B479_01035 M hypothetical protein
B479_01040 M ABC transporter ATP-binding protein
B479_01045 M hypothetical protein
B479_01090 - hypothetical protein
B479_01115 C pyridine proton-translocating NAD(P) transhydrogenase
B479_01120 C NAD(P) transhydrogenase subunit alpha
B479_01160 - hypothetical protein
B479_01165 - diguanylate cyclase/phosphodiesterase
B479_01185 - hypothetical protein
B479_01235 - Sel1 domain-containing protein
B479_01245 - fusaric acid resistance protein region
B479_01280 P cytochrome c family protein
B479_01305 K, T LytTR family two component transcriptional regulator
B479_01310 H porphobilinogen deaminase
B479_01315 H uroporphyrinogen-III synthase
B479_01325 S HemY domain-containing protein
B479_01340 O FKBP-type peptidylprolyl isomerase
B479_01385 - hypothetical protein
B479_01390 - hypothetical protein
B479_01540 - DszA family monooxygenase
B479_01545 - acyl-CoA dehydrogenase type 2
B479_01605 - outer membrane porin
B479_01610 - peroxidase
B479_01680 - hypothetical protein
B479_01685 J RNA-binding S4 domain-containing protein
B479_01690 - phosphoesterase PA-phosphatase-like protein
B479_01700 C phosphoenolpyruvate carboxykinase
B479_01715 - oxidoreductase alpha (molybdopterin) subunit
B479_01750 T two component sigma54 specific Fis family transcriptional regulator
B479_01755 T histidine kinase
B479_01805 - hypothetical protein
B479_01815 - hypothetical protein
B479_01845 - hypothetical protein
B479_01875 - major facilitator superfamily transporter
B479_02185 M lipopolysaccharide heptosyltransferase II
B479_02190 M lipopolysaccharide heptosyltransferase I
B479_02225 - PepSY-associated TM helix domain-containing protein
B479_02235 P, T anti-FecI sigma factor FecR
B479_02270 S transporter DMT superfamily protein
B479_02275 - serine/threonine protein kinase
B479_02295 H 8-amino-7-oxononanoate synthase
B479_02300 H, R carboxylesterase
B479_02350 - peptidase S9 prolyl oligopeptidase
Table S4-2. 臨床株特異的なコアゲノムCDSリスト [Page 2 of 12]
Gene ID [P. putida HB3267] COG Annotation ( = putative function of gene products)
B479_02360 - pyrroloquinoline quinone biosynthesis protein PqqD
B479_02380 - coenzyme PQQ biosynthesis protein PqqF
B479_02420 L DNA primase
B479_02475 T diadenosine tetraphosphatase
B479_02480 P CO2+/MG2+ efflux protein ApaG
B479_02525 - PAS/PAC sensor signal transduction histidine kinase
B479_02535 E spermidine/putrescine ABC transporter ATPase
B479_02560 C phosphoglycolate phosphatase
B479_02670 H pantothenate kinase
B479_02730 J 30S ribosomal protein S12
B479_02760 J 50S ribosomal protein L4
B479_02940 C nitrate-inducible formate dehydrogenase subunit beta
B479_02945 C formate dehydrogenase subunit gamma
B479_02950 C, O formate dehydrogenase accessory protein FdhE
B479_02960 J selenocysteine-specific elongation factor
B479_02965 J, U asparaginase
B479_02970 E amino acid carrier protein
B479_03015 S lipoprotein
B479_03025 M, Q efflux ABC transporter ATP-binding protein
B479_03045 - type 12 methyltransferase
B479_03050 - hypothetical protein
B479_03060 H riboflavin biosynthesis protein RibD
B479_03080 K transcription antitermination protein NusB
B479_03085 H thiamine monophosphate kinase
B479_03120 - polyprenyl synthetase
B479_03210 - N-acetyltransferase GCN5
B479_03215 - ethanolamine ammonia-lyase small subunit
B479_03235 - Fis family GAF modulated sigma54 specific transcriptional regulator
B479_03240 M UDP-N-acetylmuramate:L-alanyl-gamma-D-glutamyl-meso-diaminopimelate ligase
B479_03305 H, I acetyl-CoA carboxylase biotin carboxyl carrier protein subunit
B479_03315 O thiol:disulfide interchange protein precursor
B479_03335 - NUDIX hydrolase
B479_03340 J translation initiation factor SUI1
B479_03355 V MATE efflux family protein
B479_03405 - hypothetical protein
B479_03415 I, Q, R 3-ketoacyl-(acyl-carrier-protein) reductase
B479_03420 I acetyl-CoA acetyltransferase
B479_03430 N, T methyl-accepting chemotaxis sensory transducer
B479_03455 E, G, P, R Bcr/CflA family multidrug resistance transporter
B479_03465 - ArsR family transcriptional regulator
B479_03505 S paraquat-inducible protein A
B479_03510 S paraquat-inducible protein A
B479_03570 - hypothetical protein
B479_03585 E FAD dependent oxidoreductase
B479_03590 J, R hypothetical protein
B479_03600 J RluA family pseudouridine synthase
B479_03645 H dephospho-CoA kinase
B479_03655 N, U, W type II secretion system protein
B479_03795 - PAS/PAC sensor-containing diguanylate cyclase/phosphodiesterase
B479_03845 - hypothetical protein
B479_03855 O FKBP-type peptidylprolyl isomerase
B479_03890 E gamma-glutamyl kinase
B479_03915 - hypothetical protein
B479_03935 - LysR family transcriptional regulator
B479_03960 L DNA-3-methyladenine glycosylase II
B479_03965 L methylated-DNA--protein-cysteine methyltransferase
B479_03980 C putative betaine-aldehyde dehydrogenase
B479_04125 M outer membrane lipoprotein LolB
B479_04130 - hypothetical protein
B479_04155 H glutamyl-tRNA reductase
B479_04185 - short-chain dehydrogenase
B479_04195 - MerR family transcriptional regulator
B479_04210 R NAD-dependent epimerase/dehydratase
B479_04245 - hypothetical protein
B479_04260 S lipoprotein
B479_04265 J histidyl-tRNA ligase
Table S4-2. 臨床株特異的なコアゲノムCDSリスト [Page 3 of 12]
Gene ID [P. putida HB3267] COG Annotation ( = putative function of gene products)
B479_04275 - hypothetical protein
B479_04280 - hypothetical protein
B479_04320 - hypothetical protein
B479_04460 - hypothetical protein
B479_04500 - hypothetical protein
B479_04505 - hypothetical protein
B479_04535 C cytochrome o ubiquinol oxidase subunit I
B479_04590 - hypothetical protein
B479_04595 J tRNA 2-selenouridine synthase
B479_04800 P flavodoxin/nitric oxide synthase
B479_04865 E extracellular solute-binding protein
B479_04870 R hypothetical protein
B479_04880 - AraC family transcriptional regulator
B479_04895 E, P binding-protein-dependent transport system inner membrane protein
B479_04915 E extracellular solute-binding protein
B479_04955 P CaCA family Na+/Ca+ antiporter
B479_04970 J aspartyl/glutamyl-tRNA amidotransferase subunit A
B479_04985 D rod shape-determining protein MreC
B479_04990 M rod shape-determining protein MreD
B479_05005 - hypothetical protein
B479_05025 R C69 family peptidase
B479_05030 - hypothetical protein
B479_05035 C fumarate hydratase
B479_05115 M toluene tolerance protein Ttg2E
B479_05120 - Ttg2F
B479_05145 - GntR family transcriptional regulator
B479_05150 P cyanate transporter
B479_05180 J valyl-tRNA ligase
B479_05185 - hypothetical protein
B479_05195 E multifunctional aminopeptidase A
B479_05220 K cold-shock DNA-binding domain-containing protein
B479_05270 - hypothetical protein
B479_05290 E arginine/ornithine antiporter
B479_05300 S hypothetical protein
B479_05305 P heme oxygenase
B479_05315 P, T anti-FecI sigma factor FecR
B479_05320 K ECF subfamily RNA polymerase sigma-24 factor
B479_05345 - integral membrane sensor signal transduction histidine kinase
B479_05375 M carbohydrate-selective porin OprB
B479_05380 M aldose 1-epimerase
B479_05400 G keto-hydroxyglutarate-aldolase/keto-deoxy-phosphogluconate aldolase
B479_05415 L exodeoxyribonuclease VII large subunit
B479_05425 S hypothetical protein
B479_05435 F, T inosine 5'-monophosphate dehydrogenase
B479_05465 J CMP/dCMP deaminase zinc-binding protein
B479_05580 - hypothetical protein
B479_05600 R hypothetical protein
B479_05605 - hypothetical protein
B479_05615 - metabolite-proton symporter
B479_05630 U signal recognition particle protein
B479_05635 J 30S ribosomal protein S16
B479_05645 J tRNA (guanine-N(1)-)-methyltransferase
B479_05670 E homoserine dehydrogenase
B479_05740 - hypothetical protein
B479_05755 N, T CheR-like methyltransferase
B479_05770 N, T chemotaxis-specific methylesterase
B479_05775 T response regulator receiver modulated diguanylate cyclase
B479_05785 J peptide chain release factor 2
B479_05810 T lipoprotein
B479_05815 - hypothetical protein
B479_05820 - OmpA/MotB domain-containing protein
B479_05825 - hypothetical protein
B479_05830 - hypothetical protein
B479_05865 - extensin family protein
B479_05875 Q, R hypothetical protein
B479_05905 V acriflavin resistance protein
Table S4-2. 臨床株特異的なコアゲノムCDSリスト [Page 4 of 12]
Gene ID [P. putida HB3267] COG Annotation ( = putative function of gene products)
B479_05945 Q, R rRNA (guanine-N(1)-)-methyltransferase
B479_05970 E class V aminotransferase
B479_05975 E 2,3,4,5-tetrahydropyridine-2,6-carboxylate N-succinyltransferase
B479_06040 I 1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate reductoisomerase
B479_06095 J tRNA(Ile)-lysidine synthetase
B479_06135 V S-formylglutathione hydrolase
B479_06145 J tRNA pseudouridine synthase D
B479_06175 L DNA mismatch repair protein MutS
B479_06185 H CinA domain-containing protein
B479_06200 R hypothetical protein
B479_06220 - two component LuxR family transcriptional regulator
B479_06245 - hypothetical protein
B479_06265 C flavoprotein WrbA
B479_06280 - putative lipoprotein
B479_06295 - multi-sensor hybrid histidine kinase
B479_06300 - two component transcriptional regulator
B479_06350 F phosphoribosylaminoimidazole synthetase
B479_06355 S hypothetical protein
B479_06405 C cob(II)yrinic acid a,c-diamide reductase
B479_06410 H cobalamin biosynthesis protein
B479_06415 E threonine-phosphate decarboxylase
B479_06420 H cobyric acid synthase
B479_06425 H adenosylcobinamide kinase/adenosylcobinamide-phosphate guanylyltransferase
B479_06430 H nicotinate-nucleotide--dimethylbenzimidazole phosphoribosyltransferase
B479_06465 I, V glutathione peroxidase
B479_06490 - hypothetical protein
B479_06495 - hypothetical protein
B479_06520 - phospholipid/glycerol acyltransferase
B479_06560 K LysR family transcriptional regulator
B479_06575 - hypothetical protein
B479_06595 O carboxyl-terminal protease
B479_06600 - zinc-containing alcohol dehydrogenase
B479_06610 E ABC transporter ATP-binding protein
B479_06615 E binding-protein-dependent transport system inner membrane protein
B479_06655 J ribosomal large subunit pseudouridine synthase A
B479_06670 D septum formation inhibitor
B479_06675 E binding-protein-dependent transport system inner membrane protein
B479_06715 C acetate permease
B479_06725 - short chain dehydrogenase
B479_06735 S hypothetical protein
B479_06740 - peptidase M42 family protein
B479_06745 - acetyltransferase
B479_06755 E, J bifunctional tRNA (mnm(5)s(2)U34)-methyltransferase/FAD-dependent cmnm(5)s(2)U34
oxidoreductase
B479_06760 - hypothetical protein
B479_06770 C fumarate hydratase
B479_06800 - GAF and PAS/PAC sensor-containing diguanylate cyclase/phosphodiesterase
B479_06870 L integration host factor subunit beta
B479_06985 - polysaccharide biosynthesis protein CapD
B479_07005 M glucose-1-phosphate thymidylyltransferase
B479_07025 F orotidine 5'-phosphate decarboxylase
B479_07070 - glutaredoxin
B479_07105 T alpha/beta hydrolase fold protein
B479_07125 T ankyrin
B479_07140 - hypothetical protein
B479_07150 - hypothetical protein
B479_07180 I 1-acyl-sn-glycerol-3-phosphate acyltransferase
B479_07215 - GreA/GreB family elongation factor
B479_07380 G, M, V ABC transporter ATP-binding protein
B479_07410 M tetraacyldisaccharide 4'-kinase
B479_07440 J ribosomal large subunit pseudouridine synthase C
B479_07500 D aminodeoxychorismate lyase
B479_07505 F thymidylate kinase
B479_07595 O heat shock protein Hsp20
B479_07645 J tRNA pseudouridine synthase A
B479_07660 H bifunctional folylpolyglutamate synthase/ dihydrofolate synthase
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Gene ID [P. putida HB3267] COG Annotation ( = putative function of gene products)
B479_07670 S colicin V production protein
B479_07705 - AraC family transcriptional regulator
B479_07715 C, I NADH:flavin oxidoreductase
B479_07755 - hypothetical protein
B479_07835 R hypothetical protein
B479_07840 R von Willebrand factor type A
B479_07845 - hypothetical protein
B479_07850 - hypothetical protein
B479_07975 K MerR family transcriptional regulator
B479_08035 J ribonuclease activity regulator protein RraA
B479_08115 S hypothetical protein
B479_08125 - two component LuxR family transcriptional regulator
B479_08135 - hypothetical protein
B479_08170 J pseudouridine synthase
B479_08200 O sulfur transfer protein SirA
B479_08205 H, R erythronate-4-phosphate dehydrogenase
B479_08210 - hypothetical protein
B479_08250 - lipid kinase
B479_08275 R MOSC domain-containing protein
B479_08310 - hypothetical protein
B479_08355 - non-specific serine/threonine protein kinase
B479_08360 - hypothetical protein
B479_08410 T heavy metal sensor signal transduction histidine kinase
B479_08415 K, T two component heavy metal response transcriptional regulator
B479_08425 - hypothetical protein
B479_08430 - hypothetical protein
B479_08880 - UspA domain-containing protein
B479_08900 - water stress/hypersensitive response domain-containing protein
B479_08955 - hypothetical protein
B479_08980 - hypothetical protein
B479_09015 I AMP-dependent synthetase and ligase
B479_09020 - short-chain dehydrogenase/reductase SDR
B479_09025 I acetyl-CoA acetyltransferase
B479_09085 P monovalent cation/H+ antiporter subunit E
B479_09100 C, P monovalent cation/H+ antiporter subunit A
B479_09145 E peptidase M24
B479_09150 - lipoprotein
B479_09335 L histone family protein DNA-binding protein
B479_09350 - lipoprotein
B479_09405 M, Q ABC transporter ATP-binding protein
B479_09410 E arylesterase
B479_09415 - hypothetical protein
B479_09425 - outer membrane lipoprotein OprI
B479_09450 K transcriptional regulator CysB
B479_09455 E, H phosphoadenosine phosphosulfate reductase
B479_09495 C aconitate hydratase
B479_09550 T hypothetical protein
B479_09585 - response regulator receiver protein
B479_09590 - GAF sensor signal transduction histidine kinase
B479_09630 - peptidase M14, carboxypeptidase A
B479_09930 K LysR family transcriptional regulator
B479_09940 - integral membrane protein TerC
B479_09950 - hypothetical protein
B479_09955 E gamma-glutamylputrescine oxidoreductase
B479_09960 - sporulation domain-containing protein
B479_09970 - hypothetical protein
B479_09975 J, U glutaminase-asparaginase
B479_09980 G monosaccharide-transporting ATPase
B479_09985 G ribose ABC transporter ATP-binding protein
B479_09990 G monosaccharide-transporting ATPase
B479_09995 - alanine racemase
B479_10000 G ribokinase
B479_10005 G D-ribose pyranase
B479_10010 F inosine/uridine-preferring nucleoside hydrolase
B479_10015 - hypothetical protein
B479_10025 K cold shock protein CspA
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Gene ID [P. putida HB3267] COG Annotation ( = putative function of gene products)
B479_10040 J translation initiation factor IF-3
B479_10045 J 50S ribosomal protein L35
B479_10050 J 50S ribosomal protein L20
B479_10055 J phenylalanyl-tRNA ligase subunit alpha
B479_10060 J phenylalanyl-tRNA ligase subunit beta
B479_10065 L integration host factor subunit alpha
B479_10795 O glutathione S-transferase domain-containing protein
B479_10875 E amino acid permease-associated protein
B479_10880 Q, R trans-aconitate 2-methyltransferase
B479_10910 - LysR family transcriptional regulator
B479_10915 E aromatic-L-amino-acid decarboxylase
B479_10970 - hypothetical protein
B479_10975 R pirin domain-containing protein
B479_11055 - LysR family transcriptional regulator
B479_11325 - major facilitator superfamily transporter
B479_12460 H magnesium chelatase
B479_12890 - zinc-binding alcohol dehydrogenase family protein
B479_13195 O putative Clp protease
B479_13320 R bile acid:sodium symporter
B479_13350 - Tn4652, cointegrate resolution protein T
B479_13355 F, R N-isopropylammelide isopropylaminohydrolase
B479_13400 K, T CdaR family transcriptional regulator
B479_13405 - major facilitator superfamily transporter
B479_13545 E glutamate-putrescine ligase
B479_13555 - FAD dependent oxidoreductase
B479_13680 I short-chain fatty acid transporter
B479_13710 L hypothetical protein
B479_13720 K, T LexA repressor
B479_14825 O U32 family peptidase
B479_14955 J glutaminyl-tRNA ligase
B479_14960 O cyclophilin type peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
B479_14970 Q penicillin amidase family protein
B479_14975 - hypothetical protein
B479_14980 - hypothetical protein
B479_14990 - hypothetical protein
B479_15025 - TetR family transcriptional regulator
B479_15070 - AraC family transcriptional regulator
B479_15095 - cytochrome c oxidase accessory protein CcoG
B479_15140 V secretion protein HlyD family protein
B479_15145 - MarR family transcriptional regulator
B479_15180 N, T methyl-accepting chemotaxis sensory transducer
B479_15255 - hypothetical protein
B479_15260 P putative monooxygenase
B479_15265 - endoribonuclease L-PSP
B479_15540 - acetyltransferase
B479_15735 P catalase/hydroperoxidase HPI(I)
B479_15750 - hypothetical protein
B479_15945 D, M penicillin-binding protein 2
B479_15965 - hypothetical protein
B479_15980 C glycolate oxidase FAD binding subunit
B479_15985 C glycolate oxidase iron-sulfur subunit
B479_16025 - AraC family transcriptional regulator
B479_16030 I beta-ketothiolase
B479_16035 I 3-hydroxybutyryl-CoA dehydrogenase
B479_16040 - TetR family transcriptional regulator
B479_16045 - Response regulator receiver protein
B479_16095 - hypothetical protein
B479_16170 - hypothetical protein
B479_16180 - hypothetical protein
B479_16190 P cation ABC transporter ATP-binding protein
B479_16215 - thioesterase
B479_16220 - MbtH domain-containing protein
B479_16310 P integral membrane protein TerC
B479_16325 E class V aminotransferase
B479_16370 G alcohol dehydrogenase
B479_16415 E serine/threonine transporter SstT
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B479_16420 S hypothetical protein
B479_16430 V alkyl hydroperoxide reductase subunit F
B479_16435 V alkyl hydroperoxide reductase subunit C
B479_16440 C glutathione reductase
B479_16445 M UTP-glucose-1-phosphate uridylyltransferase
B479_16450 - cytochrome c class I
B479_16455 - cytochrome c-type protein
B479_16460 - hypothetical protein
B479_16465 - hypothetical protein
B479_16470 - hypothetical protein
B479_16480 P molybdenum ABC transporter periplasmic molybdate-binding protein
B479_16485 P molybdate ABC transporter permease
B479_16500 T carbon storage regulator
B479_16640 - aminoglycoside phosphotransferase
B479_16645 - short chain dehydrogenase
B479_16960 H uroporphyrin-III C-methyltransferase
B479_17015 K cold-shock DNA-binding domain-containing protein
B479_17020 C isocitrate dehydrogenase
B479_17060 L DNA topoisomerase III
B479_17080 S hypothetical protein
B479_17125 E allantoate amidohydrolase
B479_17130 F, H cytosine/purines uracil thiamine allantoin permease
B479_17135 F phenylhydantoinase
B479_17140 E, R dihydropyrimidine dehydrogenase subunit A
B479_17145 F dihydropyrimidine dehydrogenase subunit B
B479_17150 K TetR family transcriptional regulator
B479_17155 - acetyltransferase
B479_17180 G malto-oligosyltrehalose trehalohydrolase
B479_17225 G alpha amylase
B479_17270 - hypothetical protein
B479_17275 - sigma-70 region 4 type 2
B479_17410 L excinuclease ABC subunit C
B479_17445 - hypothetical protein
B479_17450 E amino acid permease-associated protein
B479_17460 - class III aminotransferase
B479_17470 - hypothetical protein
B479_17475 J elongation factor G
B479_17535 C NADH dehydrogenase subunit G
B479_17630 - hypothetical protein
B479_17640 M MltD domain-containing protein
B479_17660 Q binding-protein-dependent transport system inner membrane protein
B479_17710 K, T two component transcriptional regulator
B479_17760 T phosphohistidine phosphatase, SixA
B479_17765 - hypothetical protein
B479_17780 - putative ABC transporter substrate-binding protein
B479_17800 - amidohydrolase 2
B479_17895 - lipid-binding START domain-containing protein
B479_17940 - major facilitator superfamily permease
B479_17965 - RND efflux system outer membrane lipoprotein
B479_17970 - hypothetical protein
B479_18045 E diaminobutyrate--2-oxoglutarate aminotransferase
B479_18055 - redoxin domain-containing protein
B479_18110 C cbb3-type cytochrome c oxidase subunit I
B479_18130 C cbb3-type cytochrome c oxidase subunit I
B479_18165 - cbb3-type cytochrome oxidase maturation protein
B479_18170 P hypothetical protein
B479_18175 H coproporphyrinogen III oxidase
B479_18315 - hypothetical protein
B479_18355 G hydroxypyruvate isomerase
B479_18365 G hydroxypyruvate reductase
B479_18435 - glutathione-dependent formaldehyde-activating protein
B479_18440 - PhzF family phenazine biosynthesis protein
B479_18460 C, O, R cytochrome c-type biogenesis protein
B479_18470 O periplasmic protein thiol-disulfide oxidoreductase DsbE
B479_18480 U heme exporter protein CcmD
B479_18485 O heme exporter protein CcmC
Gene ID [P. putida HB3267] COG Annotation ( = putative function of gene products)
B479_18495 V cytochrome c biogenesis protein CcmA
B479_18500 - hypothetical protein
B479_18560 N, T chemotaxis protein CheW
B479_18570 N cobyrinic acid a,c-diamide synthase
B479_18600 T response regulator receiver protein
B479_18640 N flagellar biosynthesis protein FliP
B479_18650 N flagellar motor switch protein
B479_18800 N flagellar hook-associated protein FlgL
B479_18850 N flagellar basal body rod protein FlgC
B479_18855 N flagellar basal body rod protein FlgB
B479_18875 K, N anti-sigma-28 factor FlgM
B479_18950 G phosphonate metabolism protein/1,5-bisphosphokinase PhnN
B479_18975 J alanyl-tRNA ligase
B479_19000 C succinylglutamic semialdehyde dehydrogenase
B479_19005 E arginine N-succinyltransferase
B479_19055 E, K PhhR
B479_19090 E amino acid ABC transporter permease
B479_19140 - integral membrane sensor signal transduction histidine kinase
B479_19145 - nitroreductase
B479_19150 P TrkH family potassium uptake protein
B479_19155 - AraC family transcriptional regulator
B479_19175 - hypothetical protein
B479_19190 K MarR family transcriptional regulator
B479_19220 N, T methyl-accepting chemotaxis sensory transducer with Pas/Pac sensor
B479_19225 - LysR family transcriptional regulator
B479_19230 E agmatinase
B479_19235 E, R Na+/solute symporter
B479_19255 - hypothetical protein
B479_19260 - hypothetical protein
B479_19300 - alpha/beta hydrolase fold protein
B479_19315 R hypothetical protein
B479_19330 J ATP-dependent helicase HrpA
B479_19400 - acetyltransferase
B479_19415 - CsbD family protein
B479_19440 - hypothetical protein
B479_19555 - allophanate hydrolase subunit 1
B479_19585 - hypothetical protein
B479_19640 J ribonuclease D
B479_19665 K AsnC family transcriptional regulator
B479_19690 - LysR family transcriptional regulator
B479_20335 - hypothetical protein
B479_20345 - cold-shock DNA-binding domain-containing protein
B479_20355 - histidine triad (HIT) protein
B479_20380 S hypothetical protein
B479_20420 K, R acetyltransferase
B479_20425 J RNA-binding S4 domain-containing protein
B479_20460 - dienelactone hydrolase
B479_20535 S metal-binding protein
B479_20570 - diguanylate cyclase
B479_20610 - hypothetical protein
B479_20615 - hypothetical protein
B479_20625 - hypothetical protein
B479_20630 K, L ATP-dependent helicase HepA
B479_20665 E leucine/isoleucine/valine transporter permease subunit
B479_20710 - OmpA/MotB domain-containing protein
B479_20740 S hypothetical protein
B479_20755 - hypothetical protein
B479_20765 - water stress/hypersensitive response domain-containing protein
B479_20795 J exonuclease
B479_20800 L ATP-dependent DNA ligase
B479_20810 L DEAD/DEAH box helicase
B479_20815 - putative ICC-like protein phosphoesterase
B479_20825 F deoxycytidine triphosphate deaminase
B479_20865 L endonuclease III
B479_20900 L ribonuclease T
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B479_20915 P BFD (2Fe-2S)-binding domain-containing protein
B479_20940 - ABC transporter ATP-binding protein
B479_20945 - YbaK/EbsC protein
B479_20960 G, K DeoR family transcriptional regulator
B479_20965 C glycerol-3-phosphate dehydrogenase
B479_21020 - NUDIX hydrolase
B479_21030 - glutamate synthase
B479_21085 S putative lipoprotein
B479_21155 T sigma E regulatory protein MucB/RseB
B479_21165 K RNA polymerase sigma factor AlgU
B479_21185 O glycine cleavage T protein (aminomethyl transferase)
B479_21215 - putative tricarboxylate transport protein TctB
B479_21230 L uracil-DNA glycosylase
B479_21250 J pseudouridine synthase
B479_21255 - (R)-3-hydroxydecanoyl-ACP:CoA transacylase
B479_21265 - sulfate transporter
B479_21265 - type 11 methyltransferase
B479_21285 - ColR
B479_21410 - AraC family transcriptional regulator
B479_21415 E, H hypothetical protein
B479_21420 K LysR family transcriptional regulator
B479_21455 M, V RND family efflux transporter, MFP subunit
B479_21460 V hydrophobe/amphiphile efflux-1 (HAE1) family protein
B479_21470 - outer membrane porin
B479_21485 R 4-carboxymuconolactone decarboxylase
B479_21490 H, R 3-oxoadipate enol-lactonase
B479_21495 - 3-carboxy-cis,cis-muconate cycloisomerase
B479_21520 E, G, P, R benzoate transporter
B479_21545 N, T methyl-accepting chemotaxis sensory transducer with Cache sensor
B479_21555 R hypothetical protein
B479_21560 S hypothetical protein
B479_21575 L exonuclease I
B479_21580 - type IV pilus assembly PilZ
B479_21600 C fumarate hydratase
B479_21620 R PfpI family intracellular peptidase
B479_21665 K ArsR family transcriptional regulator
B479_21670 - NADH:flavin oxidoreductase
B479_21675 - hypothetical protein
B479_21685 K chromosome replication initiation inhibitor protein
B479_21690 E lysine exporter protein LysE/YggA
B479_21830 M mechanosensitive ion channel protein MscS
B479_21845 - multi-sensor signal transduction histidine kinase
B479_21855 F, V hypothetical protein
B479_21870 U preprotein translocase subunit SecA
B479_21890 D cell division protein FtsA
B479_21960 J uroporphyrin-III C/tetrapyrrole methyltransferase
B479_21965 M LppC family lipoprotein
B479_21990 O ClpXP protease specificity-enhancing factor
B479_22010 C ubiquinol-cytochrome c reductase, iron-sulfur subunit
B479_22090 - 2-alkenal reductase
B479_22165 - Sel1 domain-containing protein
B479_22175 - carbohydrate-binding and sugar hydrolysis protein
B479_22195 - protein AlgJ
B479_22210 - hypothetical protein
B479_22230 V secretion protein HlyD family protein
B479_22245 - UspA domain-containing protein
B479_22260 - fusaric acid resistance protein region
B479_22295 P TonB-dependent siderophore receptor
B479_22300 P, T anti-FecI sigma factor FecR
B479_22305 K ECF subfamily RNA polymerase sigma-24 factor
B479_22310 - hypothetical protein
B479_22315 - PepSY-associated TM helix domain-containing protein
B479_22325 - hypothetical protein
B479_22330 - hypothetical protein
B479_22335 R phosphate-starvation-inducible E
B479_22345 E leucine dehydrogenase
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B479_22355 O maleylacetoacetate isomerase
B479_22390 R LrgA family protein
B479_22395 - LysR family transcriptional regulator
B479_22410 - hypothetical protein
B479_22420 R hypothetical protein
B479_22435 - HopJ type III effector protein
B479_22460 I acetyl-CoA acetyltransferase
B479_22475 - cobalamin synthesis protein P47K
B479_22485 T carbon starvation protein CstA
B479_22500 O DNA repair protein RadA
B479_22510 C oxidoreductase, FAD/NAD(P)-binding subunit
B479_22515 K LuxR family transcriptional regulator
B479_22555 Q protocatechuate 3,4-dioxygenase subunit alpha
B479_22560 Q protocatechuate 3,4-dioxygenase subunit beta
B479_22575 E gamma-glutamyltransferase
B479_22665 I 3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase
B479_22695 L exodeoxyribonuclease V subunit alpha
B479_22715 C TMAO/DMSO reductase
B479_22745 - hypothetical protein
B479_22750 M penicillin-binding protein 1B
B479_22770 H, P hemin importer ATP-binding subunit
B479_22785 - Rieske (2Fe-2S) domain-containing protein
B479_22805 - glutamyl-Q tRNA(Asp) ligase
B479_22810 - hypothetical protein
B479_22820 - two component sigma54 specific Fis family transcriptional regulator
B479_22875 S transport-associated protein
B479_22890 J tRNA pseudouridine synthase B
B479_22900 J translation initiation factor IF-2
B479_22970 E dihydrodipicolinate reductase
B479_23040 - hypothetical protein
B479_23240 - HAD family hydrolase
B479_23265 R hypothetical protein
B479_23325 - hypothetical protein
B479_23340 J pseudouridine synthase
B479_23360 H bifunctional hydroxy-methylpyrimidine kinase/ hydroxy-phosphomethylpyrimidine kinase
B479_23365 H thiamine-phosphate pyrophosphorylase
B479_23405 - hypothetical protein
B479_23410 - hypothetical protein
B479_23415 J leucyl-tRNA ligase
B479_23430 J hypothetical protein
B479_23460 M serine-type D-Ala-D-Ala carboxypeptidase
B479_23520 - LrgB family protein
B479_23535 J ribosomal protein L11 methyltransferase
B479_23585 H precorrin-3B C(17)-methyltransferase
B479_23590 H precorrin-2 C(20)-methyltransferase
B479_23595 H precorrin-8X methylmutase
B479_23600 - precorrin-3B synthase
B479_23605 H precorrin-6y C5,15-methyltransferase (decarboxylating) CbiE subunit
B479_23625 - hypothetical protein
B479_23630 - hypothetical protein
B479_23640 - hypothetical protein
B479_23660 E urea ABC transporter urea binding protein
B479_23680 E urea ABC transporter permease UrtC
B479_23685 R branched-chain amino acid ABC transporter ATP-binding protein
B479_23705 - hypothetical protein
B479_23710 - PsiF repeat-containing protein
B479_23735 P ferritin Dps family protein
B479_23740 M AsmA family protein
B479_23755 G N-acylglucosamine 2-epimerase
B479_23795 H NAD synthetase
B479_23800 - azurin
B479_23910 F adenylosuccinate synthetase
B479_23915 E ATP phosphoribosyltransferase regulatory subunit
B479_23945 L DNA mismatch repair protein
B479_23960 F carbohydrate kinase YjeF-like protein
B479_23995 - metal-dependent hydrolase HDOD
Table S4-2. 臨床株特異的なコアゲノムCDSリスト [Page 10 of 12]
Gene ID [P. putida HB3267] COG Annotation ( = putative function of gene products)
B479_24020 S hypothetical protein
B479_24030 R hypothetical protein
B479_24040 L DNA topoisomerase IV subunit B
B479_24050 T Icc protein
B479_24065 - Putative lipoprotein
B479_24070 - hydroxymethylpyrimidine transporter CytX
B479_24085 M 3-deoxy-D-manno-octulosonic-acid transferase
B479_24090 - LysR family transcriptional regulator
B479_24150 - LmbE family protein
B479_24155 - Mig-14 family protein
B479_24160 - group 1 glycosyl transferase
B479_24165 R carbamoyltransferase
B479_24170 J hypothetical protein
B479_24175 E sodium/proline symporter
B479_24200 I acyl-CoA dehydrogenase
B479_24205 - peptidase U62 modulator of DNA gyrase
B479_24235 E, T amino acid ABC transporter periplasmic amino acid-binding protein
B479_24255 - response regulator receiver modulated diguanylate cyclase/phosphodiesterase with PAS/PAC
sensor(s)
B479_24270 - hypothetical protein
B479_24310 - cytochrome c class II
B479_24315 M MltA domain-containing protein
B479_24335 P sodium/hydrogen exchanger
B479_24370 - hypothetical protein
B479_24380 E amine oxidase
B479_24395 U hemolysin III family channel protein
B479_24400 - CheW domain-containing protein
B479_24415 N, T CheW protein
B479_24430 H, J glutathione synthetase
B479_24445 K Holliday junction resolvase-like protein
B479_24455 F aspartate carbamoyltransferase catalytic subunit
B479_24460 F dihydroorotase
B479_24490 I poly(3-hydroxyalkanoic acid) synthase 2
B479_24495 - TetR family transcriptional regulator
B479_24520 H sterol-binding domain-containing protein
B479_24525 H, T 2-polyprenylphenol 6-hydroxylase
B479_24540 U twin arginine translocase protein A
B479_24555 - 16S ribosomal RNA methyltransferase RsmE
B479_24560 N, T methyl-accepting chemotaxis sensory transducer
B479_24565 N, T methyl-accepting chemotaxis sensory transducer
B479_24590 M glucan biosynthesis protein G
B479_24615 Q imidazolonepropionase
B479_24625 E histidine ammonia-lyase
B479_24630 E urocanate hydratase
B479_24645 - N-formimino-L-glutamate deiminase
B479_24730 - hypothetical protein
B479_24735 J RNA methyltransferase
B479_24785 K transcriptional regulator BetI
B479_24800 C, P potassium/proton antiporter
B479_24810 - hypothetical protein
B479_24830 E, G, P, R major facilitator superfamily transporter
B479_24860 E 3-dehydroquinate synthase
B479_24865 E shikimate kinase
B479_24870 U type IV pilus secretin PilQ
B479_24910 L primosome assembly protein PriA
B479_24935 N, W twitching motility protein
B479_24945 E pyrroline-5-carboxylate reductase
B479_25005 M monofunctional biosynthetic peptidoglycan transglycosylase
B479_25030 R peptidase M16 domain-containing protein
B479_25070 C aldehyde dehydrogenase
B479_25145 - hypothetical protein
B479_25150 - HSR1-like GTP-binding protein
B479_25210 T phosphoenolpyruvate-protein phosphotransferase PtsP
B479_25230 E threonine dehydratase
B479_25260 H, R D-3-phosphoglycerate dehydrogenase
B479_25270 - periplasmic binding protein from ABC-type transporter
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B479_25285 - hypothetical protein
B479_25305 M, R peptidase S45 penicillin amidase
B479_25340 - sigma-54 dependent transcriptional regulator
B479_25415 E ornithine carbamoyltransferase
B479_25425 E spermidine/putrescine ABC transporter ATPase
B479_25445 E glutamate-putrescine ligase
B479_25475 K AsnC family transcriptional regulator
B479_25490 - hypothetical protein
B479_25510 P binding-protein-dependent transport system inner membrane protein
B479_25545 D hypothetical protein
B479_25555 H 5-formyltetrahydrofolate cyclo-ligase
B479_25560 - hypothetical protein
B479_25595 C, R alcohol dehydrogenase
B479_25600 P ChaC family protein
B479_25665 - hypothetical protein
B479_25685 E diaminopimelate epimerase
B479_25695 L site-specific tyrosine recombinase XerC
B479_25700 H HAD family hydrolase
B479_25710 P ammonium transporter
B479_25990 - LysR family transcriptional regulator
B479_26040 - LysR family transcriptional regulator
B479_26080 - cytochrome c5
B479_26115 - hypothetical protein
B479_26170 H bifunctional phosphopantothenoylcysteine decarboxylase/phosphopantothenate synthase
B479_26210 - hypothetical protein
B479_26345 - M24/M37 family peptidase
B479_26380 - major facilitator superfamily transporter
B479_26445 E, K GntR family transcriptional regulator
B479_26450 T FMN-binding negative transcriptional regulator
B479_26500 - import inner membrane translocase subunit Tim44
B479_26520 H pyridoxamine kinase
B479_26535 - hypothetical protein
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PP4_00560 - hypothetical protein
PP4_00570 - Trk system potassium uptake protein TrkA
PP4_00680 P putative SulP family transporter
PP4_00740 E tryptophan synthase alpha chain
PP4_00850 - hypothetical protein
PP4_00860 C putative hydrolase
PP4_00870 - hypothetical protein
PP4_00880 O oligopeptidase A
PP4_00900 - hypothetical protein
PP4_01200 - hypothetical protein
PP4_01470 C putative propionyl-CoA--succinate CoA-transferase
PP4_01520 I glutaryl-CoA dehydrogenase
PP4_01900 K putative alginate regulatory protein AlgQ
PP4_02370 - putative sensory box protein
PP4_02390 E putative D-methionine ABC transporter ATP-binding protein
PP4_02440 E cystine ABC transporter ATP-binding protein
PP4_02480 M putative choline transporter
PP4_02530 - porin OprE
PP4_02570 H, R alkanesulfonate monooxygenase
PP4_02620 H glutamate--cysteine ligase
PP4_02650 K, T two-component response regulator OmpR
PP4_02670 H, J ribosomal protein S6 modification protein
PP4_02680 - hypothetical protein
PP4_02780 C formate dehydrogenase accessory protein FdhD
PP4_02820 P 3'(2'),5'-bisphosphate nucleotidase
PP4_02870 E agmatine deiminase
PP4_03080 E gamma-aminobutyrate transporter
PP4_03290 I hypothetical protein
PP4_03300 I putative 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase
PP4_03310 - hypothetical protein
PP4_03330 - putative AraC family transcriptional regulator
PP4_03340 - hypothetical protein
PP4_03350 E, O putative peptidase M19 family protein
PP4_03360 - hypothetical protein
PP4_03370 - dimethylglycine catabolism protein DgcA
PP4_03380 - dimethylglycine catabolism protein DgcB
PP4_03400 C putative electron transfer flavoprotein beta subunit
PP4_03420 P, R glycine betaine catabolism protein GbcA
PP4_03430 - glycine betaine catabolism protein GbcB
PP4_03450 - hypothetical protein
PP4_03460 - hypothetical protein
PP4_03480 E L-threonine aldolase
PP4_03490 E serine hydroxymethyltransferase
PP4_03500 E sarcosine oxidase beta subunit
PP4_03510 E sarcosine oxidase delta subunit
PP4_03530 E sarcosine oxidase gamma subunit
PP4_03540 F formyltetrahydrofolate deformylase
PP4_03590 - putative acyltransferase
PP4_03600 - hypothetical protein
PP4_03660 O peptide methionine sulfoxide reductase MsrA
PP4_03670 - putative sensory box protein
PP4_03690 C pyruvate dehydrogenase E1 component
PP4_03910 K putative LysR family transcriptional regulator
PP4_03930 H biotin synthase
PP4_03960 Q, R malonyl-CoA O-methyltransferase
PP4_04010 - acyl-CoA dehydrogenase AcdA
PP4_04070 - coenzyme PQQ synthesis protein D
PP4_04090 P coenzyme PQQ synthesis protein B
PP4_04120 - putative tryptophan 2-monooxygenase
PP4_04150 - putative AsnC family transcriptional regulator
PP4_04190 - putative sensory box protein
PP4_04300 T serine protein kinase
PP4_04380 R hypothetical protein
PP4_04440 E putative polyamine ABC transporter ATP-binding protein
PP4_04580 - hypothetical protein
PP4_04650 O iron-sulfur cluster insertion protein ErpA
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PP4_04670 - putative peptidase M23 family protein
PP4_04680 J tyrosyl-tRNA synthetase
PP4_04720 - hypothetical protein
PP4_04830 J 30S ribosomal protein S7
PP4_04930 J 30S ribosomal protein S3
PP4_05160 L UvrABC system protein A
PP4_05510 H riboflavin synthase
PP4_05570 H hypothetical protein
PP4_05580 H GTP cyclohydrolase II
PP4_06120 S hypothetical protein
PP4_06230 - peptidase C13 family protein
PP4_06360 - hypothetical protein
PP4_06370 - putative hydrolase
PP4_06390 E biosynthetic arginine decarboxylase
PP4_06460 - putative two-component response regulator
PP4_06630 - putative ArsR family transcriptional regulator
PP4_06780 - putative LysR family transcriptional regulator
PP4_06930 R NADPH--quinone reductase
PP4_06970 N, T putative methyl-accepting chemotaxis transducer
PP4_06980 R metallopeptidase
PP4_07080 - hypothetical protein
PP4_07110 C ferredoxin--NADP(+) reductase FprB
PP4_07140 - putative NCS2 family transporter
PP4_07160 T carbon starvation protein CstA
PP4_07280 I, Q, R putative dihydrofolate reductase FolM
PP4_07400 Q homogentisate 1,2-dioxygenase
PP4_07720 K putative AraC family transcriptional regulator
PP4_07730 - hypothetical protein
PP4_07890 - mannose-6-phosphate isomerase/mannose-1-phosphate guanylyltransferase
AlgA
PP4_07960 - alginate biosynthesis protein AlgE
PP4_07990 N glycosyltransferase Alg8
PP4_08050 H molybdopterin synthase sulfur carrier subunit
PP4_08060 H molybdopterin synthase catalytic subunit
PP4_08070 L ATP-dependent RNA helicase RhlB
PP4_08090 E, T general L-amino acid ABC transporter substrate-binding protein
PP4_08100 E general L-amino acid ABC transporter permease protein AapQ
PP4_08110 E general L-amino acid ABC transporter permease protein AapM
PP4_08120 E general L-amino acid ABC transporter ATP-binding protein
PP4_08290 C ubiquinol--cytochrome c reductase cytochrome c1 subunit
PP4_08300 O stringent starvation protein A
PP4_08370 J ribosomal RNA small subunit methyltransferase I
PP4_08420 M UDP-N-acetylmuramoyl-L-alanyl-D-glutamate--2,6-diaminopimelate ligase
PP4_08480 M UDP-N-acetylmuramate--L-alanine ligase
PP4_08500 D cell division protein FtsQ
PP4_08700 H ATP--cob(I)alamin adenosyltransferase
PP4_08720 O 60 kDa chaperonin
PP4_08730 - hypothetical protein
PP4_08760 - putative methyltransferase
PP4_08850 - imelysin
PP4_09100 - hypothetical protein
PP4_09200 L hypothetical protein
PP4_09210 P inorganic phosphate transporter
PP4_09330 M solvent efflux pump outer membrane protein TtgC
PP4_09340 V solvent efflux pump membrane protein TtgB
PP4_09350 M, V solvent efflux pump membrane fusion protein TtgA
PP4_09360 K TetR family transcriptional regulator TtgR
PP4_09380 - oxaloacetate decarboxylase
PP4_09460 - hypothetical protein
PP4_09510 E, G, P, R putative dicarboxylic acid transporter
PP4_09540 G beta-glucosidase BglX
PP4_09650 R hypothetical protein
PP4_09790 T sigma-22 factor regulatory protein MucB
PP4_09830 K ribonuclease III
PP4_09940 G quinoprotein glucose dehydrogenase
PP4_09950 M putative glucose-inducible porin OprB2
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PP4_09990 - putative ferric reductase
PP4_10170 G, K glycerol-3-phosphate regulon transcriptional repressor
PP4_10180 C glycerol kinase
PP4_10190 G glycerol uptake facilitator protein
PP4_10240 O glutaredoxin
PP4_10300 - putative outer membrane protein
PP4_10610 M putative outer membrane protein
PP4_10630 S hypothetical protein
PP4_10800 E branched-chain amino acid ABC transporter permease protein BraD
PP4_10870 - hypothetical protein
PP4_11200 F ribonucleoside-diphosphate reductase alpha subunit
PP4_11230 - 4'-phosphopantetheinyl transferase
PP4_11270 T two-component histidine kinase PhoQ
PP4_11310 J putative RNA-binding protein
PP4_11420 L DNA polymerase IV
PP4_11450 - porin OprD
PP4_11500 - hypothetical protein
PP4_11640 R hypothetical protein
PP4_11680 E putrescine importer
PP4_11700 H quinolinate synthase A
PP4_11790 - putative hydrolase
PP4_12070 S hypothetical protein
PP4_12080 M putative lipid A phosphoethanolamine transferase
PP4_12230 E putative oligopeptidase
PP4_12700 I, Q long-chain-fatty-acid--CoA ligase FadD2
PP4_12710 I, Q long-chain-fatty-acid--CoA ligase FadD1
PP4_12790 O, V putative ABC transporter ATP-binding/permease protein
PP4_12870 M hypothetical protein
PP4_13000 - hypothetical protein
PP4_13010 M putative outer membrane protein
PP4_13260 - putative LysR family transcriptional regulator
PP4_13270 R putative oxidoreductase
PP4_13370 - arginine/ornithine ABC transporter ATP-binding protein
PP4_13530 G putative ribose 1,5-bisphosphate phosphokinase
PP4_13760 N flagellar basal body rod protein FlgG
PP4_13810 N flagellar hook-associated protein FlgL
PP4_13850 N flagellar hook-associated protein FliD
PP4_14090 N flagellar biosynthesis protein FliJ
PP4_14100 - hypothetical protein
PP4_14140 N flagellar biosynthesis protein FliL
PP4_14210 N flagellar biosynthesis protein FlhB
PP4_14230 N flagellar biosynthesis protein FlhF
PP4_14250 K RNA polymerase sigma-28 factor
PP4_14310 N flagellar motor protein MotB
PP4_14560 - putative hydantoin racemase
PP4_14570 F, H putative nucleoside transporter
PP4_14600 J putative RNA methyltransferase
PP4_14640 E putative transporter
PP4_14650 G pyruvate kinase
PP4_14680 G hydroxypyruvate isomerase
PP4_14720 S hypothetical protein
PP4_14750 - hypothetical protein
PP4_14760 - hypothetical protein
PP4_14770 F putative uric acid transporter
PP4_14820 F 5-hydroxyisourate hydrolase
PP4_14920 D cell division protein ZipA
PP4_15040 R hypothetical protein
PP4_15180 C cbb3-type cytochrome c oxidase subunit CcoP1
PP4_15210 C cbb3-type cytochrome c oxidase subunit CcoN1
PP4_15270 K RNA polymerase ECF-type sigma factor PfrI
PP4_15550 C electron transfer flavoprotein beta subunit
PP4_15600 - putative GntR family transcriptional regulator
PP4_15620 R hypothetical protein
PP4_15730 C succinyl-CoA synthetase subunit alpha
PP4_15800 - putative hydrolase
PP4_15840 I 3-hydroxydecanoyl-[acyl-carrier-protein] dehydratase
Table S4-3. 非臨床株特異的なコアゲノムCDSリスト [Page 4 of 8]
Gene ID [NBRC 14164T] COG Annotation ( = putative function of gene products)
PP4_15850 - putative two-component hybrid sensor and regulator
PP4_15950 - hypothetical protein
PP4_15960 P potassium-transporting ATPase subunit A
PP4_16080 Q putative peptide ABC transporter permease protein
PP4_16180 C putative oxidoreductase
PP4_16270 C, P NADH-quinone oxidoreductase subunit L
PP4_16350 C NADH-quinone oxidoreductase subunit C/D
PP4_16360 C NADH-quinone oxidoreductase subunit B
PP4_16390 C isocitrate lyase
PP4_16400 - hypothetical protein
PP4_16590 I CDP-diacylglycerol--glycerol-3-phosphate 3-phosphatidyltransferase
PP4_16880 - hypothetical protein
PP4_17020 G 1,4-alpha-glucan branching enzyme GlgB
PP4_17050 G glycogen debranching enzyme
PP4_17100 G glycogen synthase
PP4_17290 F NADH pyrophosphatase
PP4_17370 F adenylosuccinate lyase
PP4_17380 T high frequency lysogenization protein HflD homolog
PP4_17490 D DNA translocase FtsK
PP4_17510 L replication-associated recombination protein RarA
PP4_17560 - hypothetical protein
PP4_17570 P sulfurtransferase TusE
PP4_19980 S hypothetical protein
PP4_20080 - hypothetical protein
PP4_20090 - hypothetical protein
PP4_20220 Q lactoylglutathione lyase
PP4_20300 - putative two-component hybrid sensor and regulator
PP4_21330 R hypothetical protein
PP4_21940 - putative acetyltransferase
PP4_22290 E peptidase C26 family protein
PP4_22400 O thiol peroxidase
PP4_22410 M, V RND-type multidrug efflux membrane fusion protein
PP4_22440 - RND-type multidrug efflux pump outer membrane protein
PP4_22450 - putative GGDEF/EAL domain protein
PP4_22460 - hypothetical protein
PP4_22480 G phosphoglucomutase
PP4_22850 - putative oxidoreductase
PP4_22930 - putative MerR family transcriptional regulator
PP4_23070 F hypothetical protein
PP4_23600 I acyl-CoA dehydrogenase
PP4_23610 - enoyl-CoA hydratase/isomerase family protein
PP4_24040 - putative two-component response regulator
PP4_24110 E threonine dehydratase
PP4_24240 - peptidyl-prolyl cis-trans isomerase C
PP4_24260 I, Q, R 3-hydroxybutyrate dehydrogenase
PP4_24300 O peptidyl-prolyl cis-trans isomerase C
PP4_24310 E 3-deoxy-D-arabino-heptulosonate-7-phosphate synthase
PP4_24930 I dehydrocarnitine CoA-transferase subunit A
PP4_24940 I dehydrocarnitine CoA-transferase subunit B
PP4_25200 E gamma-glutamylpolyamine synthetase
PP4_25230 C NAD(P)-dependent succinate-semialdehyde dehydrogenase
PP4_25240 - putative LysR family transcriptional regulator
PP4_25700 - DNA-binding protein
PP4_27880 - hypothetical protein
PP4_27920 R hypothetical protein
PP4_27930 - hypothetical protein
PP4_27950 - putative acetyltransferase
PP4_28170 H precorrin-4 C11-methyltransferase
PP4_28390 - RND-type multidrug efflux pump membrane fusion protein MexE
PP4_28400 V RND-type multidrug efflux pump membrane protein MexF
PP4_28420 - hypothetical protein
PP4_28470 E, R 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase
PP4_28550 C putative aldehyde dehydrogenase
PP4_28570 - hypothetical protein
PP4_28730 - putative ABC transporter ATP-binding protein
PP4_28760 O glutathione S-transferase family protein
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PP4_28800 E carboxynorspermidine decarboxylase
PP4_28810 - hypothetical protein
PP4_29470 E, G, R cysteine/O-acetylserine transporter
PP4_29570 I undecaprenyl-diphosphatase
PP4_29600 - hypothetical protein
PP4_29610 - hypothetical protein
PP4_29640 R peptidase C39 family protein
PP4_29660 - hypothetical protein
PP4_29690 O urease accessory protein UreG
PP4_29730 E urease subunit alpha
PP4_29740 E urease subunit beta
PP4_29750 E urease subunit gamma
PP4_29900 - putative zinc-containing alcohol dehydrogenase
PP4_29910 - LysR family transcriptional regulator MexT
PP4_33840 O putative dioxygenase LpxO
PP4_33860 - putative acetyltransferase
PP4_34180 - hypothetical protein
PP4_34220 L DNA polymerase II
PP4_34270 - putative RhtB family transporter
PP4_34290 - hypothetical protein
PP4_34300 - AzlC family protein
PP4_34340 - hypothetical protein
PP4_34350 P hypothetical protein
PP4_34360 O hypothetical protein
PP4_34370 O iron-sulfur cluster biogenesis protein NfuA
PP4_34390 - fatty acid cis-trans isomerase
PP4_34400 E methionine synthase
PP4_34710 - putative LysR family transcriptional regulator
PP4_34820 C putative AcnD-accessory protein PrpF
PP4_34860 - putative GntR family transcriptional regulator
PP4_35030 K transcription elongation factor GreB
PP4_35060 - putative lytic transglycosylase
PP4_35080 N, T putative methyl-accepting chemotaxis transducer
PP4_35110 - hypothetical protein
PP4_35130 R hypothetical protein
PP4_35330 C C4-dicarboxylate transporter
PP4_35340 - putative GntR family transcriptional regulator
PP4_35440 S hypothetical protein
PP4_36040 - putative AraC family transcriptional regulator
PP4_36790 J tRNA-dihydrouridine synthase A
PP4_36820 - hypothetical protein
PP4_36960 - hypothetical protein
PP4_36970 I putative glycerophosphoryl diester phosphodiesterase
PP4_37100 - hypothetical protein
PP4_37170 R putative ABC transporter ATP-binding protein
PP4_37180 M putative soluble lytic transglycosylase
PP4_37190 R hypothetical protein
PP4_37200 N, T putative chemotaxis protein
PP4_37330 O sulfurtransferase TusA
PP4_37360 C aconitase A
PP4_37490 S hypothetical protein
PP4_37520 J 23S rRNA methyltransferase RlmL
PP4_37680 T hypothetical protein
PP4_37880 K MerR family transcriptional regulator SoxR
PP4_38150 R putative transporter
PP4_38580 L uvrABC system protein B
PP4_38720 I, Q 3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] synthase II
PP4_38800 O putative S49 family peptidase
PP4_38850 T putative protein-tyrosine phosphatase
PP4_38860 M 3-deoxy-manno-octulosonate cytidylyltransferase
PP4_38900 U putative biopolymer transport protein
PP4_39090 - two-component hybrid sensor and regulator SagS
PP4_39120 E alanine aminotransferase AlaA
PP4_39140 Q, R thiopurine S-methyltransferase
PP4_39200 - putative LysR family transcriptional regulator
PP4_39310 - putative major facilitator superfamily transporter
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PP4_39420 - hypothetical protein
PP4_39470 E putative oxidoreductase
PP4_39490 E chorismate synthase
PP4_39510 - hypothetical protein
PP4_39590 Q putative benzoate transporter
PP4_39640 Q, R putative zinc-containing alcohol dehydrogenase
PP4_39670 - hypothetical protein
PP4_40050 - methylthioribose-1-phosphate isomerase
PP4_40090 - hypothetical protein
PP4_40410 I lipid A biosynthesis lauroyl acyltransferase
PP4_40510 - hypothetical protein
PP4_40530 E putative ABC transporter permease protein
PP4_40560 - putative zinc-containing alcohol dehydrogenase
PP4_40570 O tail-specific protease Prc
PP4_40610 - hypothetical protein
PP4_40710 L recombination-associated protein RdgC
PP4_40930 H adenosylcobinamide kinase/adenosylcobinamide-phosphate
guanylyltransferase
PP4_40980 H cobyrinic acid a,c-diamide synthase
PP4_41170 - two-component hybrid sensor and regulator GacS
PP4_41180 C, H, R D-lactate dehydrogenase
PP4_41240 - hypothetical protein
PP4_41370 R hypothetical protein
PP4_41420 L DNA mismatch repair protein MutS
PP4_41490 J tRNA pseudouridine synthase TruD
PP4_41560 G enolase
PP4_41690 K, O putative metalloprotease RseP
PP4_41780 O, T [protein-PII] uridylyltransferase
PP4_41900 - hypothetical protein
PP4_41920 I glycerol-3-phosphate acyltransferase
PP4_41950 V putative RND-type efflux pump membrane protein
PP4_41960 M, V putative RND-type efflux pump membrane fusion protein
PP4_42060 C, G phosphoenolpyruvate carboxylase
PP4_42100 - outer membrane protein
PP4_42110 - hypothetical protein
PP4_42120 T putative hydrolase
PP4_42250 N, T putative methyl-accepting chemotaxis transducer
PP4_42410 E homoserine dehydrogenase
PP4_42430 L tyrosine recombinase XerD
PP4_42470 J tRNA (guanine-N(1)-)-methyltransferase
PP4_42520 - hypothetical protein
PP4_42530 - putative major facilitator superfamily transporter
PP4_42550 - hypothetical protein
PP4_42570 - hypothetical protein
PP4_42730 R hypothetical protein
PP4_42800 M, T membrane-bound lytic murein transglycosylase F
PP4_42900 - peptidase M23 family protein
PP4_42930 G 2-dehydro-3-deoxy-phosphogluconate/4-hydroxy-2-oxoglutarate aldolase
PP4_42990 G putative sugar ABC transporter ATP-binding subunit GtsD
PP4_43000 G putative sugar ABC transporter permease protein GtsC
PP4_43020 G putative sugar ABC transporter substrate-binding protein GtsA
PP4_43030 - two-component histidine kinase
PP4_43070 G glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
PP4_43080 - putative RNA polymerase ECF-type sigma factor
PP4_43090 P, T putative transmembrane sensor
PP4_43100 P putative heme/hemoglobin receptor
PP4_43130 E arginine/ornithine antiporter
PP4_43140 E arginine/ornithine antiporter
PP4_43270 M, N putative ABC transporter permease protein
PP4_43300 L DNA polymerase III chi subunit
PP4_43310 - hypothetical protein
PP4_43490 M toluene tolerance ABC transporter permease protein
PP4_43580 G, T phosphotransferase system enzyme IIA component
PP4_43880 - putative dipeptide-specific porin OpdP
PP4_43920 E, P dipeptide ABC transporter ATP-binding protein DppD
PP4_44050 E putative osmoprotectant ABC transporter ATP-binding protein
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PP4_44150 R putative hydrolase
PP4_44280 C 2Fe-2S ferredoxin
PP4_44340 K Rrf2 family transcriptional regulator IscR
PP4_44390 U preprotein translocase subunit SecF
PP4_44400 U preprotein translocase subunit SecD
PP4_44420 J queuine tRNA-ribosyltransferase
PP4_44660 C cytochrome o ubiquinol oxidase subunit III
PP4_44670 C cytochrome o ubiquinol oxidase subunit I
PP4_44680 C cytochrome o ubiquinol oxidase subunit II
PP4_44690 O putative disulfide bond formation protein DsbB
PP4_44700 C flavohemoglobin
PP4_44840 - putative histidine-specific porin OpdC
PP4_44850 - putative GGDEF domain protein
PP4_44990 N, T putative methyl-accepting chemotaxis transducer
PP4_45160 J 16S rRNA methyltransferase RsmC
PP4_45250 S hypothetical protein
PP4_45330 F uracil phosphoribosyltransferase
PP4_45340 F uracil transporter
PP4_45370 R hypothetical protein
PP4_45380 - hypothetical protein
PP4_45400 L deoxyribodipyrimidine photo-lyase
PP4_45720 - putative major facilitator superfamily transporter
PP4_45730 E, G, P, R putative drug resistance transporter
PP4_45810 - hypothetical protein
PP4_45820 - hypothetical protein
PP4_45830 T CreA protein homolog
PP4_45850 D, L GTPase Obg
PP4_45870 J 50S ribosomal protein L21
PP4_45900 - hypothetical protein
PP4_46250 N, U type 4 prepilin peptidase PilD
PP4_46400 - hypothetical protein
PP4_46430 I 4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl diphosphate reductase
PP4_46530 C putative sulfoxide reductase heme-binding subunit
PP4_46540 C putative sulfoxide reductase catalytic subunit
PP4_46570 E acetolactate synthase small subunit
PP4_46580 E, H acetolactate synthase large subunit
PP4_46830 - hypothetical protein
PP4_46970 G phosphoglucosamine mutase
PP4_46980 H dihydropteroate synthase
PP4_47040 E, F carbamoyl-phosphate synthase large chain
PP4_47180 C NAD-independent D-lactate dehydrogenase
PP4_47380 E gamma-aminobutyrate transporter
PP4_47420 - putative zinc-containing alcohol dehydrogenase
PP4_47480 R hypothetical protein
PP4_48490 - putative two-component histidine kinase
PP4_48550 T PhoH family protein
PP4_48610 J leucyl-tRNA synthetase
PP4_48630 L DNA polymerase III delta subunit
PP4_48700 M D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase DacC
PP4_48790 L putative 3-methyladenine DNA glycosylase
PP4_48970 H precorrin-2 C20-methyltransferase
PP4_49090 - hypothetical protein
PP4_49180 K curved DNA-binding protein
PP4_49290 - putative TetR family transcriptional regulator
PP4_49350 E branched-chain amino acid ABC transporter permease protein
PP4_49360 E branched-chain amino acid ABC transporter substrate-binding protein
PP4_49410 - hypothetical protein
PP4_49440 L replicative DNA helicase
PP4_49490 J 23S rRNA (guanosine-2'-O-)-methyltransferase RlmB
PP4_49580 O FtsH protease regulator HflK
PP4_49610 J tRNA dimethylallyltransferase
PP4_49630 M N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase
PP4_49700 J putative ribosome biogenesis GTPase RsgA
PP4_49900 M type I secretion system outer membrane protein
PP4_50150 - peptidase U62 family protein
PP4_50180 R hypothetical protein
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PP4_50450 E, T putative ABC transporter substrate-binding protein
PP4_50560 N, T twitching motility protein PilJ
PP4_50590 T type 4 pili response regulator PilG
PP4_50610 M TonB3 protein
PP4_50620 K putative transcriptional regulator AlgH
PP4_50770 - hypothetical protein
PP4_50830 U Sec-independent protein translocase protein TatA
PP4_50850 U Sec-independent protein translocase protein TatC
PP4_50910 E, T putative amino acid ABC transporter substrate-binding protein
PP4_50920 G, M glucan biosynthesis glucosyltransferase OpgH
PP4_51070 G fructose-1,6-bisphosphatase class I
PP4_51110 H, J tRNA sulfurtransferase
PP4_51200 G 2,3-bisphosphoglycerate-independent phosphoglycerate mutase
PP4_51260 C betaine aldehyde dehydrogenase
PP4_51270 I, R choline dehydrogenase
PP4_51400 E, R glutamate synthase small subunit
PP4_51410 E glutamate synthase large subunit
PP4_51430 E 3-dehydroquinate synthase
PP4_51490 M penicillin-binding protein 1A
PP4_51560 - hypothetical protein
PP4_52240 J, O hypothetical protein
PP4_52360 R hypothetical protein
PP4_52400 P sulfate ABC transporter ATP-binding protein
PP4_52450 - triclosan efflux pump membrane protein TriC
PP4_52500 E polyamine ABC transporter permease protein SpuG
PP4_52570 E amino-acid acetyltransferase
PP4_52590 - hypothetical protein
PP4_52600 K putative AsnC family transcriptional regulator
PP4_52840 P ChaC-like protein
PP4_52860 H 3-octaprenyl-4-hydroxybenzoate carboxy-lyase
PP4_52920 P polyphosphate kinase
PP4_53020 E diaminopimelate decarboxylase
PP4_53090 E, T nitrogen regulatory protein P-II
PP4_53100 S hypothetical protein
PP4_53170 - putative LysR family transcriptional regulator
PP4_53250 - hypothetical protein
PP4_53260 K putative LysR family transcriptional regulator
PP4_53310 - hypothetical protein
PP4_53380 E putative oxidoreductase
PP4_53390 - hypothetical protein
PP4_53400 - putative GntR family transcriptional regulator
PP4_53700 K LysR family transcriptional regulator OxyR
PP4_53730 - hypothetical protein
PP4_53770 H chorismate--pyruvate lyase
PP4_53910 - putative major facilitator superfamily transporter
PP4_53980 - putative LysR family transcriptional regulator
PP4_54000 - putative AraC family transcriptional regulator
PP4_54020 E putative putrescine ABC transporter substrate-binding protein
PP4_54110 - putative RpiR family transcriptional regulator
PP4_54120 - glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase
PP4_54180 - putative acyl-CoA thioesterase
PP4_54230 - CobW/P47K family protein
PP4_54340 C ATP synthase subunit beta
PP4_54420 D chromosome partitioning protein ParB
PP4_54450 J tRNA uridine 5-carboxymethylaminomethyl modification enzyme MnmG
